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RESUMO 
 
As membranas biológicas são formadas por uma mistura de 
várias classes de lipídeos, cujo empacotamento preferencial 
entre esfingolipídeos e esteróis formam junto com proteínas 
específicas, esta complexa organização conhecida como 
microdomínios de membrana.  
Com o intuito de verificar a presença de microdomínios de 
membrana em leveduras de fungos patogênicos como 
Paracoccidioides brasiliensis e Histoplasma capsulatum, as 
leveduras desses dois fungos foram lisadas com pérolas de 
vidro e incubadas com Brij 98 a 4°C. As frações de 
microdomínios de membrana foram separadas por 
ultracentrifugação em gradiente de sacarose e, seus 
componentes analisados por HPTLC, SDS-PAGE e “Western 
blotting”. As análises dos lipídeos de membrana mostram que 
aproximadamente 40% do ergosterol das duas espécies de 
leveduras analisadas estão presentes nos microdomínios de 
membrana. Enquanto as porcentagens de glicoesfingolipídeos 
presentes nessas frações correspondem a 42% e 25%, em 
leveduras de P. brasiliensis e H. capsulatum, respectivamente. 
Em conjunto com as análises lipídicas, verificou-se nas duas 
espécies, um enriquecimento protéico nas frações de 
microdomínios de membrana, entre estas proteínas podemos citar 
a Pma1p, uma proteína marcadora de microdomínios de fungos, e 
uma proteína de 30 kDa, capaz de se ligar a laminina. 
 XXV
Para determinar a importância do ergosterol na manutenção 
da integridade dos microdomínios de membrana utilizou-se 
metil-beta-ciclodextrina (mβCD), que é capaz de complexar e 
retirar o ergosterol. Após o tratamento das leveduras com mβCD 
verificou-se a extração dos esteróis numa proporção de 80% e 
70% para P. brasiliensis e H. capsulatum, respectivamente. No 
entanto, o perfil de distribuição dos glicoesfingolipídeos e 
fosfolipídeos, analisados por HPTLC, não apresentou mudanças 
significativas após o tratamento com a mβCD. As análises 
protéicas demonstraram o deslocamento de algumas proteínas 
para frações solúveis do gradiente de sacarose como Pma1p e 
uma proteína de 30 kDa. Por outro lado, a marcação com o 
anticorpo anti-α5-integrina mostra a presença de uma proteína 
de 50 kDa nos microdomínios de membrana, mesmo após o 
tratamento com a mβCD, sugerindo a existência de uma população 
de microdomínios de membrana que não depende do ergosterol 
para manutenção de sua integridade. 
A importância desses microdomínios de membrana foi testada 
na infectividade de macrófagos alveolares, onde uma redução de 
53% na infectividade de macrófagos foi verificada após o 
tratamento das leveduras de H. capsulatum com mβCD.  
Os resultados apresentados nessa tese demonstram a 
existência de microdomínios de membrana em leveduras de P. 
brasiliensis e H. capsulatum, bem como sua importância para a 
interação levedura-macrófago. 
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INTRODUÇÃO 
 
 
 Nas últimas duas décadas, atenção especial vem sendo dada 
a infecções fúngicas devido ao aumento de pacientes 
imunocomprometidos, bem como, pelo surgimento de cepas 
resistentes aos antifúngicos disponíveis no mercado. O reino 
Fungi é constituído por mais de 100.000 espécies, sendo que, 
aproximadamente 200 espécies são consideradas como patógenos 
humanos (Fries and Casadevall, 2001). Uma infecção fúngica 
pode desencadear tanto micoses de baixo grau de morbidade 
quanto micoses mais severas com comprometimento sistêmico, 
dependendo do agente etiológico e da resposta imune do 
hospedeiro (Brummer et al., 1993).  
Tendo em vista que componentes de membrana de fungos 
apresentam diferenças marcantes em relação aqueles de células 
de mamíferos, a compreensão de como esses componentes estão 
distribuídos na membrana celular dos fungos pode ser de grande 
importância para a determinação da patogenicidade, bem como 
para a determinação de possíveis alvos para a terapia 
antifúngica. 
 O Paracoccidioides brasiliensis, um fungo patogênico 
dimórfico, prevalente na América do Sul foi o objeto desta 
tese para o estudo da presença de microdomínios de membrana e 
papel na interação patógeno-hospedeiro. Visando validar a 
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presença de microdomínios em outros fungos patogênicos, uma 
outra espécie de fungo dimórfico, Histoplasma capsulatum, que 
culmina em infecções pulmonares, foi também estudada. 
 
 
1. Paracoccidioides brasiliensis 
 
P. brasiliensis é o agente etiológico da 
paracoccidioidomicose (PCM), considerada uma das micoses 
sistêmicas mais prevalentes da América Latina (Borges-Walmsley 
et al., 2002). O nicho ecológico da forma miceliana desse 
fungo dimórfico ainda não está completamente esclarecido, mas, 
acredita-se que se desenvolva no solo úmido das florestas 
tropicais e subtropicais de países como Brasil, Colômbia, 
Venezuela e Argentina, onde a paracoccidioidomicose é endêmica 
(Hogan et al., 1996). Postula-se que a infecção inicia-se pela 
inalação de propágulos que, em nível pulmonar transformam-se 
rapidamente em levedura, a forma considerada patogênica. As 
leveduras presentes nos tecidos geralmente apresentam-se como 
células arredondadas contendo numerosas gemulações, conferindo 
uma aparência de “timão” ou “mickey” a essa levedura (Borges-
Walmsley et al, 2002; Hogan et al, 1996).  
Duas formas clínicas da paracoccidioidomicose podem ser 
consideradas: uma forma aguda ou subaguda (tipo juvenil) e uma 
forma crônica (tipo adulto).  
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A paracoccidioidomicose juvenil representa de 3 a 5 % de 
todos os casos desta infecção. Desenvolve-se poucos meses ou 
semanas após a inalação dos propágulos, caracterizando-se por 
um marcante envolvimento do sistema retículo-endotelial, com 
hipertrofia dos órgãos do sistema retículo-endotelial, 
disfunção da medula óssea e desordem linfoproliferativa. A 
doença não apresenta bom prognóstico, evoluindo para um alto 
índice de mortalidade (Brummer et al., 1993). 
A forma adulta e mais comum da paracoccidioidomicose 
doença, acomete acima de 90% dos pacientes que foram 
infectados por esse fungo. A doença evolui de forma lenta, e 
os primeiros sintomas podem aparecer até 30 anos após a 
infecção (Brummer et al., 1993; de Mattos Grosso et al. 2003). 
Diferentemente da forma juvenil, manifesta-se com lesões 
pulmonares fibróticas ou cavitárias. Em alguns casos pode 
haver disseminação e consequentemente lesões extra-pulmonares 
que atingem mais frequentemente as mucosas oral e nasal, pele, 
nódulos linfáticos e glândula adrenal (Paniago et al., 2006). 
A prevalência da PCM pode ser até 87 vezes maior em homens 
do que em mulheres (Brummer et al., 1993). Esse fato poderia 
ser explicado pelo fato do estrógeno ser capaz de impedir a 
transformação da forma de micélio (forma infectiva) para forma 
de levedura (forma patogênica). Logo, em comunidade com o 
mesmo índice de exposição ao patógeno, os homens apresentam 
maior probabilidade em desenvolver doença. Já em crianças até 
a puberdade o índice de infecção é o mesmo para ambos os sexos 
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(Restrepo et al., 1984; Hoganet et al., 1996; Brummer et al., 
1993; Paniago et al., 2007).  
Uma característica relevante a ser considerada, a parede 
celular de P. brasiliensis, é composta de quitina, α/β-
glucanas e proteínas. Diferenças na concentração de cada 
componente da parede celular foram detectadas entre as formas 
de micélio e levedura e, aparentemente, estão relacionadas com 
a diferença na patogenicidade dessas formas (Hogan et al., 
1996; Tomazett et al., 2005).  
A adesão de microrganismos patogênicos a tecidos é 
considerada a etapa inicial para colonização e, posterior 
disseminação desse fungo. Laminina é uma glicoproteína da 
matriz extra-celular (850 kDa) e está presente nas membranas 
basais e pulmões, tendo a capacidade de promover adesão 
celular, diferenciação. Receptores específicos para laminina 
podem estar presentes em células normais ou tumorais, bem como 
em microrganismos patogênicos (González et al., 2005; 
Vicentini et al., 1994). Outras proteínas de superfície 
celular apresentam importante papel nesse processo de adesão, 
como por exemplo, uma proteína de 30kDa, altamente expressa em 
P. brasiliensis também tem sido descrita como capaz de se 
ligar à laminina, atuando como adesina e favorecendo a invasão 
de células Vero (Barbosa et al., 2006; Andreotti et al., 
2005). Alguns estudos têm sugerido a possível importância de 
uma glicoproteína exocelular, a gp 43, na adesão da levedura 
de P. brasiliensis à membrana basal, segundo Vicentini et al. 
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(1994) e Hogan et al. (1996), essa glicoproteína poderia atuar 
como um receptor para laminina. Outras duas proteínas, uma de 
32 kDa e outra de 36 kDa (gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase), foram isoladas da parede celular de P. 
brasiliensis e descritas como moléculas capazes de se ligarem 
a componentes da matriz extracelular (González et al., 2005; 
Barbosa et al., 2006). 
 
 
2. Histoplasma capsulatum  
 
A histoplasmose clássica é a infecção micótica provocada 
pelo H. capsulatum, um fungo dimórfico que apresenta especial 
afinidade pelo sistema reticulo endotelial. Como descrito para 
P. brasiliensis, micélio de H. capsulatum é a forma infectiva, 
consequentemente, a transformação para levedura é 
indispensável para a manutenção da infecção.  
Com raras exceções, a histoplasmose é causada pela 
inalação de fragmentos de hifas e conídeos aerosolizados que, 
em poucas horas são fagocitados por macrófagos alveolares. Os 
macrófagos alveolares representam um ambiente favorável para 
replicação e disseminação de leveduras de H. capsulatum, uma 
vez que essas são capazes de impedir a fusão fagossomo-
lisossomo e podem controlar o pH lisossomal (Gildea et al., 
2005). Em nível intracelular transformam-se em leveduras, 
apresentando-se sob a forma de pequenas células redondas ou 
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ovais medindo de 1 a 5 μM de diâmetro. Em contraste com o 
papel usual dos macrófagos de eliminar microorganismos 
pulmonares, na histoplasmose, eles servem como ambiente 
favorável para a multiplicação das leveduras, bem como, como 
fonte de disseminação desse agente infeccioso para outros 
tecidos (Eissenberg et al., 1986). 
Uma diversidade de manifestações clínicas pode ser 
evidenciada, variando de um quadro assintomático a sintomas 
que podem ser confundidos com uma simples gripe até uma forma 
grave de histoplasmose disseminada, esta última mais comum em 
pacientes imunocomprometidos. Apesar de a maioria dos doentes 
serem assintomáticos devido à formação de um complexo primário 
em nível pulmonar que impede a exteriorização clínica da 
doença, esta quando ocorre, assemelha-se muito aos sintomas da 
tuberculose. Neste caso a seqüela caracteriza-se pela 
calcificação das áreas pulmonares acometidas e, quando não há 
cura espontânea pode evoluir para a forma generalizada. Nesta 
última, ocorrem sintomas relacionados ao sistema retículo 
endotelial, como por exemplo: anemia, leucopenia, 
hepatoesplenomegalia, adenopatia, doença de Addison, entre 
outros. Devido à disseminação através de macrófagos pode 
acometer também pele e mucosas.  
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 Testes intradérmicos com a histoplasmina, um “pool” de 
proteínas de H. capsulatum, são utilizados para determinação 
de imunidade mediada por células e utiliza-se desse parâmetro 
para determinar a porcentagem de indivíduos que já entraram em 
contato com esse antígeno, mesmo que não tenham apresentado 
sintomas (Wheat, 2003). Juntamente com esses testes 
intradérmicos, a pesquisa do fungo no solo também é 
indispensável para a determinação de áreas endêmicas e, 
geralmente eles concordam entre si (Wheat, 2003). Inicialmente 
acreditava-se que H. capsulatum era endêmico apenas em vales 
alagados de regiões temperadas, especialmente vale dos rios 
Mississippi e Ohio. No entanto, em 1965, Campbell descreveu a 
presença deste fungo em várias as áreas do mundo. H. 
capsulatum existe na natureza, sobretudo em locais úmidos e 
freqüentados por aves e morcegos que, através de suas fezes 
são capazes de contaminar o solo. 
 
 
2.1 Interação levedura – macrófago  
 
Os macrófagos fazem parte da primeira linha de defesa do 
organismo contra H. capsulatum, promovendo inicialmente a 
fagocitose dos fragmentos de micélio inalados (Kimberlin et 
al., 1981). Já no interior dos macrófagos, ocorre a 
transformação micélio-levedura e, após essa transformação, as 
leveduras são capazes não somente de sobreviver no interior 
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dos macrófagos, mas também de se multiplicar 
intracelularmente, causando o rompimento dos macrófagos e 
disseminando ainda mais o agente infeccioso (Eissenberg e 
Goldman, 1986).  
De acordo com McMahon et al. (1995), uma proteína de 50 
kDa, presente na parede celular de H. capsulatum é capaz de se 
ligar a laminina de uma maneira rápida, específica e 
saturável. Uma vez que a laminina é um dos componentes da 
matriz extracelular do pulmão sítio de infecção primário, a 
adesão entre H. capsulatum e laminina pode caracterizar um 
importante passo para a manutenção da patogenicidade desse 
fungo.  
A adesão das leveduras de H. capsulatum a matriz 
extracelular pode favorecer a fagocitose por macrófagos 
alveolares e a fagocitose ocorre através de receptores de 
superfície de macrófagos que previnem a produção da citocina 
pró-inflamatória, favorecendo assim a infecção por esse fungo 
(Rappleye et al. 2007; Taylor et al. 2007). 
A parede celular dos fungos, rica em polissacarídeos, 
compreende a estrutura inicial de reconhecimento pelas células 
do sistema imune. Usualmente a parede celular exibe uma 
mistura de glucanas, que podem conter ligações entre resíduos 
de glucose do tipo β(1-3) ou β(1-6) ou mesmo uma mistura 
desses dois polímeros (Ross, 2001). Um componente 
polissacarídico pouco comum, α(1-3)-glucana, é um importante 
constituinte da parede celular de fungos que causam infecções 
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pulmonares, como o H. capsulatum, e está sendo considerado um 
importante fator de virulência para esse fungo. A forma 
infectiva (micélio), não possui em sua parede celular 
moléculas de α(1-3)-glucana, sendo a síntese dessa molécula 
iniciada logo após a infecção, em que ocorre a transformação 
micélio-levedura (Kügler et al., 2000). Estudos com leveduras 
de H. capsulatum, mostram que moléculas de α(1-3)-glucana 
localizam-se mais externamente na parede celular mascarando a 
presença das moléculas de β-glucana. As células de defesa do 
organismo reconhecem β-glucana da parede celular, através de 
um receptor específico, dectina-1, cuja ativação desencadeia 
uma série de eventos na tentativa de eliminar o patógeno como, 
por exemplo: fagocitose, produção da citocina pró-inflamatória 
e o “burst” respiratório. A presença de α(1-3)-glucana 
fisicamente impede o acesso da β(1-3)-glucana pela dectina-1 o 
que, por sua vez, favorece a evasão desses patógenos da 
resposta imune do hospedeiro. Consequentemente, estudos 
realizados com macrófagos humanos revelam que leveduras de H. 
capsulatum interagem através de uma proteína de “heat shock” 
60 (hsp60), com glicoproteínas que promovem adesão, como 
receptores do complemento CR3 e CR4, pertencentes à família 
CD18. A interação das leveduras de H. capsulatum com esses 
receptores favorece a evasão do sistema de defesa dos 
macrófagos (Long et al., 2003). 
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3. Componentes lipídicos da membrana celular de fungos 
 
 Os esfingolipídeos são componentes ubíquos da membrana 
plasmática de organismos eucariotos, entre eles as células 
fúngicas. Essas moléculas são essenciais para a sobrevivência 
celular bem como atuam em eventos como proliferação, 
diferenciação e apoptose (Kawai e Ikeda, 1982 e 1983; Kawai et 
al. 1985; Hanada, 2005). 
 Os fungos apresentam dois tipos de glicoesfingolipídeos: 
glucosilceramida e glicoinositol fosforilceramida. A síntese 
dos glicoesfingolipídeos inicia-se em uma reação de 
condensação de uma molécula de serina com uma molécula de 
palmitoil-CoA para a formação de 3-cetodihidroesfingosina. 
Depois da formação deste composto, uma série de reações 
enzimáticas ocorre, até que seja formada uma molécula de 
ceramida. A partir desse ponto, a ceramida pode seguir duas 
vias distintas, uma para a formação de glucosilceramida e 
outra para a formação de inositolfosforilceramida (Leipelt, et 
al. 2001; Warnecke e Heinz, 2002).  
A via para a síntese de inositol fosforilceramida é 
essencial para a viabilidade dos fungos e, não ocorre em 
células animais representando, consequentemente, um potencial 
alvo para a terapia antifúngica (Warnecke e Heinz, 2002; 
Dickson e Lester, 1999). Nessa via, a ceramida é convertida a 
inositol fosforilceramida (IPC), pela transferência do grupo 
inositol fosfato do fosfatidilinositol para a hidroxila da 
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posição 1 da ceramida (Dickson e Lester, 1998). As células 
animais, não são capazes de inserir inositol fosfato a 
ceramida, ao invés disso, transfere a fosfocolina para a 
formação da esfingomielina (Dickson e Lester, 1999). Na 
maioria dos fungos, pode ocorrer a conversão do IPC para 
outras moléculas como manosilinositol-fosforilceramida (MIPC), 
manosil-di-inositol-fosfoceramida [M(IP)2C], entre outras 
(Suzuki et al. 2008; Takahashi et al. 2009).  
Algumas funções atribuídas aos esfingolipídeos incluem: a 
participação no transporte das proteínas ancoradas via GPI do 
retículo endoplasmático para o complexo de Golgi, desenvolver 
alguns papéis na regulação da homeostase do cálcio e atuar em 
vias de sinalização, bem como atuar como possível regulador do 
ciclo celular (Dickson e Lester, 1999). 
Apesar de glucosilceramida (GlcCer) ser encontrada em 
fungos, plantas e células animais, diferenças na estrutura da 
GlcCer têm sido descritas com detalhes em vários fungos 
(Toledo et al., 1999, 2000, 2001). As moléculas de GlcCer dos 
fungos geralmente são metiladas no carbono 9 e apresentam duas 
insaturações, nos carbonos 4 e no carbono 8, da esfingosina, 
contrastando com as células animais em que apresentam  apenas 
a insaturação do carbono 4. Além disso, a cadeia de ácido 
graxo é hidroxilada na posição 2, tanto em fungos, como em 
células animais (Warnecke e Heinz, 2003). Algumas funções das 
moléculas de glucosilceramida, reconhecidas como importantes 
seriam a manutenção da membrana a baixas temperaturas, 
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dimorfismo fúngico, mitogênese, transdução de sinal e 
manutenção da viabilidade fúngica (Toledo et al., 2000; Levery 
et al. 2002).  
Leveduras de P. brasiliensis e H. capsulatum possuem duas 
classes de glicoesfingolipídeos que podem ser divididos em 
neutros e acídicos. O representante dos glicoesfingolipídeos 
neutros para as duas espécies é a glucosilceramida enquanto, a 
fração acídica de P. brasiliensis pode ser representada por 
dois glicoesfingolipídeos conhecidos como Pb-2 (Manpα1→3Manp 
α1→2Ins1→P→1Cer) e Pb-3 (Galfβ1→6→(Manpα1→3)→Manpα1→2Ins1→P→ 
1Cer) (Levery et al, 1998). Enquanto os GIPCs encontrados em 
H. capsulatum, apesar de apresentarem características 
semelhantes àquelas descritas para Pb-2 e Pb-3 de P. 
brasiliensis, são denominados de composto V (Manpα1→3Manpα1→ 
2/6Ins), composto VI (Galfα1→6(Manpα1→3)Manpα1→2/6Ins) e 
composto VIII (Galpβ1→4(Manpα1→3)Manpα1→2/6Ins) (Barr e 
Lester, 1984; Barr et al., 1984; Levery et al., 2002).  
Outro lipídeo característico, presente na membrana 
plasmática de fungos, pertence à classe dos esteróis. O 
ergosterol diferencia-se do colesterol por apresentar uma 
dupla ligação, entre os carbonos 7 e 8 do anel B, e outra 
entre os carbonos 22 e 23, além de um grupamento metila ligado 
ao carbono 24. Essas modificações estruturais conferem ao 
ergosterol a possibilidade de formar domínios lipídicos que 
são mais estáveis que aqueles produzidos pelo colesterol (Xu 
et al., 2001). 
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As estruturas dos glicoesfingolipídeos estão 
esquematizadas a seguir: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esquema 1. Tipos de glicoesfingolipídeos presentes em  
P. brasiliensis e H. capsulatum 
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4. Membrana celular 
 
 Uma visão mais abrangente dos componentes da membrana 
celular dos fungos representa uma grande importância na 
biomedicina, uma vez que diferenças relevantes nos componentes 
de membrana celular dos fungos em relação a células animais, 
podem caracterizar o surgimento de novos alvos na terapia 
antifúngica.  
A membrana celular é composta por diferentes classes de 
lipídeos, distribuídos assimetricamente, bem como de proteínas 
que podem ser periféricas ou integrais da membrana. Em 1972, 
Singer e Nicolson, propuseram um modelo que melhor explicaria 
a estrutura da membrana celular, conhecido como modelo do 
mosaico fluido. Moléculas anfipáticas de glicerolipídeos e 
esfingolipídeos agrupam-se de forma que as cabeças polares 
fiquem solvatadas por moléculas de água, enquanto as caudas 
apolares formam o domínio hidrofóbico da membrana. A bicamada 
lipídica apresenta fluidez dependente de fatores como 
temperatura, tamanho da cadeia de hidrocarbonetos dos 
fosfolipídeos, saturação e concentração de esteróis. Contudo, 
quanto maior as cadeias de hidrocarbonetos e mais saturadas, 
menor será a fluidez dessa membrana, uma vez que as interações 
hidrofóbicas entre essas cadeias são mais favorecidas, 
consequentemente a temperatura necessária para aumentar a 
fluidez da membrana nessas circunstâncias deve ser maior. Os 
esteróis também atuam de forma a reduzir a fluidez das 
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membranas biológicas, devido ao seu sistema de anéis 
cicloperidrofenantreno rígidos que interferem com a 
movimentação das cadeias de hidrocarbonetos dos lipídeos 
vizinhos na membrana. Nesse modelo deve-se considerar um outro 
componente que são as proteínas, estas podem ser 
transmembranares que, permanecem imersas na bicamada lipídica, 
ou proteínas periféricas, que associam-se com as proteínas 
integrais da membrana ou a glicolipídeos (Singer e Nicolson; 
Bretsher, 1985; Singer, 1990). 
Nos últimos 20 anos, foram descritas uma série de novas 
características/propriedades da membrana e estas observações 
foram incorporadas ao modelo do mosaico fluido da membrana 
plasmática, levando ao estabelecimento de novos conceitos como 
a existência de microdomínios de membrana, descritos em 
detalhes no item abaixo. 
 
 
5. Microdomínios de membrana 
 
As membranas biológicas são formadas por uma mistura de 
lipídeos, que são distribuídos assimetricamente entre os 
folhetos interno e externo da membrana plasmática. Essa 
variedade de lipídeos de membrana seria desnecessária se a 
bicamada lipídica servisse apenas como barreira hidrofóbica ou 
como solvente para as proteínas de membrana (Schuck et al., 
2003; Simons e Ikonen, 1997). Os lipídeos também são 
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organizados na dimensão lateral da bicamada o que, 
provavelmente, resulta do empacotamento preferencial dos 
esfingolipídeos e esteróis no interior de plataformas móveis 
(“rafts”) (Simons e Ikonen, 1997).  
Os esfingolipídeos também diferem da maioria dos 
fosfolipídeos biológicos por conterem hidrocarbonetos de 
cadeias longas e altamente saturadas. Esse fato contribui para 
o aumento do empacotamento dos esfingolipídeos na membrana 
através de diversas interações intermoleculares incluindo 
interações de van der Waals entre as cadeias de 
hidrocarbonetos dos esfingolipídeos, bem como através das 
ligações de hidrogênio formadas entre os “motifs” glicosil dos 
glicoesfingolipídeos (Esquema 1) (Simons e Ikonen, 1997; 
Dietrich et al., 2001). Além disso, as cadeias acil dos 
glicoesfingolipídeos atuam promovendo uma forte interação com 
os esteróis da membrana (Brown e London, 1998). De maneira 
inversa, a maioria dos fosfolipídeos de membranas apresenta 
insaturações na cadeia acil e, consequentemente não conseguem 
empacotar-se de maneira tão eficiente quanto os 
esfingolipídeos (Brown e London, 2000). No entanto, a 
diferença na habilidade de empacotamento dos lipídeos de 
membrana faz com que ocorra uma segregação de fases, em que a 
fração composta pelos (glico)esfingolipídeos e colesterol é 
conhecida como fase líquido-ordenada (lo). A fase em que essas 
balsas lipídicas formadas após a segregação de fase, estão 
solubilizadas é conhecida como líquido-desordenada (ld) e 
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compõe-se principalmente de glicerofosfolipídeos insaturados. 
Entretanto, a fase lo é encontrada como discretos 
microdomínios que se interpõem a uma fase ld contínua. Juntos, 
o forte empacotamento dos esfingolipídeos e a separação de 
fases na membrana são responsáveis pela propriedade dos 
microdomínios de membrana: sua insolubilidade em detergentes 
não-iônicos. 
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Esquema 2. Estrutura dos GSLs 
Esse esquema demonstra a favorável compactação dos GSLs 
nos microdomínios de membrana, uma vez que se estabilizam 
através das regiões hidrofóbicas, bem como pelas as cabeças 
polares que atuam como doadores e receptores de pontes de 
hidrogênio (Hakomori, 2004). 
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Tendo em vista a assimetria da bicamada lipídica, pode-se 
sugerir que os microdomínios de membrana, localizados do lado 
citoplasmático da membrana, são derivados das cadeias acil 
saturadas de glicerofosfolipídeos enquanto o lado externo da 
membrana forma microdomínios ricos em esfingolipídeos. 
Provavelmente, o aumento do número de cadeias de ácidos graxos 
saturadas dos glicerofosfolipídeos, do lado citoplasmático da 
membrana, ocorre para compensar a ausência de esfingolipídeos 
deste lado da membrana (Pike, 2004). 
Um método bioquímico para a análise da organização desses 
microdomínios de membrana é a extração com detergentes não 
iônicos como Triton X-100 e Brij 98. O tratamento com esses 
detergentes rompe a maioria das interações lipídeo-lipídeo, 
favorecendo a formação de interações lipídeo-detergente, no 
entanto, uma pequena fração de membrana celular é mantida e 
pode ser isolada como membrana resistente a detergente (DRM). 
DRMs preparados com Triton X-100 provavelmente originam-se da 
fase lo, rica em esfingolipídeos e esteróis, resistindo à 
extração com esse tipo de detergente devido à alta compactação 
desses lipídeos. Entretanto, DRMs podem refletir 
imperfeitamente a distribuição dos componentes de membrana 
entre as fases lo e ld e, é desconhecido como a composição dos 
DRMs correlaciona-se com os componentes nativos de 
microdomínios de membranas (Schuck et al., 2003).  
Algumas proteínas de membrana encontram-se inseridas nos 
microdomínios de membrana em decorrência de modificações como 
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adição de grupos lipídicos saturados que, compactam-se na 
fração lo (Figura 1). Essas modificações incluem âncoras de 
glicosilfosfatidilinositol (GPI), e miristoilação ou 
palmitoilação dessas proteínas (Brown e London, 2000). A 
extração com detergente não-iônico pode romperem as interações 
lipídeo-proteína, solubilizando a maioria das proteínas de 
membrana. Somente algumas proteínas mantêm-se nos DRMs e essa 
associação reflete uma forte interação com os microdomínios de 
membrana (Schuck et al., 2003; Brown e London, 2000). 
A composição dos DRMs varia em decorrência do detergente 
utilizado. Os microdomínios de membrana contem um “core” 
central altamente ordenado composto principalmente de 
esfingolipídeos e esteróis. Detergentes como Triton X-100 e 
CHAPS são capazes de solubilizar grande parte dos lipídeos de 
membrana, deixando insolúvel apenas os microdomínios de 
membrana ricos em esfingolipídeos e esteróis. Em 
contrapartida, detergentes como Brij 96 ou Brij 98 apesar de 
serem capazes de solubilizar os lipídeos da membrana diferem 
do Triton X-100 por produzirem frações de DRMs que, embora 
enriquecidas em esfingolipídeos e esteróis, ainda contem uma 
significante quantidade de glicerofosfolipídeos (Pike, 2004). 
Esses dados sugerem que diferentes classes de microdomínios 
são isoladas utilizando-se diferentes detergentes (Pike, 2003; 
Schuck et al., 2003). 
Tendo em vista a insolubilidade desses domínios em 
detergentes não-iônicos, o isolamento dos mesmos pode ser 
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realizado por fracionamento em gradiente de sacarose uma vez 
que esses domínios de membrana localizam-se nas frações de 
baixa densidade nesse gradiente (Pike, 2003; Brown e Rose, 
1992). 
Existe um grande interesse em entender esses microdomínios 
de membrana já que importantes funções vêm sendo atribuídas a 
eles. Alguns estudos sugerem a importância dos microdomínios 
de membrana na transdução de sinal e no tráfego de proteínas 
de membrana. Além disso, esses microdomínios também estão se 
mostrando importantes na infectividade celular, uma vez que já 
foi descrito que alguns vírus e bactérias são capazes de se 
ligarem preferencialmente a proteínas e lipídeos presentes 
nesses microdomínios de membrana das células hospedeiras, 
conferindo uma grande importância na interação patógeno-
hospedeiro (Riethmüller et al., 2006; Maza et al., 2008). 
O agente quelante de esteróis, metil-beta-ciclodextrina 
(mβCD), é utilizado para evidenciar a importância dos esteróis 
na manutenção da integridade dos microdomínios de membrana. 
Uma vez que os esteróis são importantes para a separação de 
fase na membrana, a remoção desse composto pode ser 
desfavorável para a formação destes microdomínios (Yoneyama, 
2006). 
Atualmente existem evidencias da formação de DRMs em 
células fúngicas e esses dados serão mencionados a seguir. 
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6. Microdomínios de membrana descritos em fungos  
 
Em leveduras, assim com em células de mamíferos, os 
lipídeos são distribuídos assimetricamente. Observações de que 
algumas proteínas de membrana, ancoradas via GPI, necessitam 
de esfingolipídeos para serem transportadas do retículo 
endoplasmático (RE) para o complexo de Golgi corroboram a 
existência de microdomínios de membrana em células fúngicas 
(Bagnat et al., 2000).  
Bagnat et al (2000), demonstraram que membranas de 
Saccharomyces cerevisiae, possuem DRMs enriquecidos em 
esfingolipídeos e ergosterol que foram isolados por 
ultracentrifugação em gradiente de Optiprep, após a incubação 
das membranas com o detergente Triton X-100 a 4°C. Os autores 
também verificaram o enriquecimento da proteína Gas1p, 
ancorada via GPI, nesses domínios ricos em ergosterol e 
glicoesfingolipídeos. A depleção desses microdomínios, obtido 
a partir da utilização de mutantes, fazia com que a proteína 
Gas1p não fosse transportada eficientemente do RE para o 
Golgi, traduzindo a importância desses microdomínios na 
correta distribuição de proteínas ancoradas via GPI. Esse fato 
também demonstra que, diferente das células de mamíferos em 
que as proteínas inserem-se nos microdomínios de membranas no 
nível do complexo de Golgi, em fungos, essas proteínas já são 
ancoradas nos microdomínios no nível de retículo (Bagnat et 
al., 2000). 
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 Uma proteína bem caracterizada por fazer parte de 
microdomínios de membrana de fungos é uma bomba de prótons, 
Pma1p, responsável pela manutenção do pH citoplasmático. 
Diferente das proteínas ancoradas via GPI, a Pma1p é inserida 
nos microdomínios de membrana em nível de Golgi (Bagnat et al, 
2001) e essa proteína necessita de uma base esfingóide para 
estabilizar-se nesses domínios. Um estudo realizado por 
Malínská e colaboradores (2003) demonstrou a presença de dois 
tipos de microdomínios de membrana, um contendo a bomba de 
prótons Pma1p e outro contendo a proteína Can1p, um simporter 
arginina/H+. Esses dados são bastante consistentes uma vez que 
seria paradoxal à presença de uma bomba de prótons que retira 
H+ do interior da célula, e um simporter arginina/H+, que 
introduz H+ para o interior da célula, localizados no mesmo 
microdomínio.  
Recentemente, além de demonstrar a presença dos 
microdomínios de membrana nas células fúngicas uma ênfase vem 
sendo dada à função desses microdomínios nessas células. 
Assim, Martin e Konopka (2004) demonstraram a formação 
polarizada de DRMs em brotamentos e hifas de Candida albicans.  
No entanto, quando esses DRMs são desfeitos por um bloqueio na 
síntese de esfingolipídeos ou ergosterol, ocorre uma 
morfogênese aberrante da hifa. Esses dados sugerem que a 
polarização desses microdomínios tem um papel crucial na 
morfogênese das hifas de C. albicans e, consequentemente, na 
patogenicidade desse fungo, uma vez que a formação de hifa 
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pode ser considerada como um fator de virulência para essa 
espécie (Martin e Konopka, 2004). Além disso, a polarização da 
hifa também pode ser importante para a manutenção da 
viabilidade de alguns outros fatores de virulência, como por 
exemplo, adesinas da família Als1, uma vez que muitas delas 
são ancoradas via GPI, necessitando serem inseridas nos 
microdomínios para uma correta distribuição das mesmas 
(Alvarez e Konopka, 2007). Outra evidência plausível da 
importância dos microdomínios de membranas em C. albicans foi 
sugerida por Pasrija et al. (2005) onde os autores demonstram 
que a integridade dos microdomínios de membrana é essencial 
para que as bombas de efluxo de drogas (MDR) desempenhem suas 
funções corretamente. Esse último dado tem grande relevância 
uma vez que está intimamente relacionado à resistência aos 
antifúngicos e, consequentemente, possibilita uma alternativa 
para o tratamento de micoses. 
 Esse conjunto de informações nos levou a analisar, nesta 
tese, a presença de microdomínios de membrana em P. 
brasiliensis e H. capsulatum, sendo observado um 
enriquecimento de determinados componentes (glico)lipídicos e 
protéicos nas frações correspondentes a DRMs. Além disso, 
determinamos uma possível função para esses domínios presentes 
em H. capsulatum, que pode estar relacionado com a interação 
levedura-macrófago (Tagliari et al., 2008). 
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Figura 1. Modelo de organização dos microdomínios na membrana 
plasmática. 
Capa Science Vol 291, Fasciculo 5512, 2001. 
 
 
 
 26
OBJETIVOS 
 
 
Esta tese teve como objetivos: 
 
1. Purificar os microdomínios de membrana presentes em formas 
de leveduras de P. brasiliensis e H. capsulatum. 
 
2. Caracterizar quimicamente os microdomínios de membrana 
presentes nas formas de leveduras de P. brasiliensis e H. 
capsulatum através da identificação e quantificação de 
componentes lipídicos e protéicos. 
 
3. Avaliar a estabilidade dos microdomínios de membrana das 
leveduras de P. brasiliensis e H. capsulatum após tratamento 
com metil-β-ciclodextrina, um quelante de esteróis. 
 
4. Analisar a importância da integridade dos microdomínios de 
membrana de formas de leveduras de H. capsulatum para o 
processo de infectividade. 
 27
MATERIAIS 
 
 
1. Fungos 
Paracoccidioides brasiliensis cepa 18 foi cedida pelo Dr. 
Zoilo P. de Camargo do Departamento de Microbiologia, 
Imunologia e Parasitologia da UNIFESP, São Paulo, SP, Brasil. 
Histoplasma capsulatum, cepa 496, obtido de lesão pulmonar, 
foi fornecida pela Dra. Olga F. Gompetz do Departamento de 
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UNIFESP. 
 
2. Animais 
Camundongos BALB/c foram fornecidos pelo biotério do INFAR 
da UNIFESP. 
 
3. Reagentes para meios de cultura 
Material adquirido da Becton Dickinson Labware (Oxnard, 
CA, EUA): placas para cultura Falcontm de 96 poços. 
Materiais adquiridos da Sigma Chemical Co. (MO, EUA): 
estreptomicina, HEPES e penicilina. 
Meio de cultura RPMI 1640 foi adquirido da Gibco-BRL (Life 
Technologies, Grand Island, NY, EUA), a glucose da Merck 
(Brasil) e soro fetal bovino da Cultilab (Campinas, SP, 
Brasil) e da Hyclone (Utah, EUA). 
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Matérias adquiridos da Difco Laboratories (Detroit, MI, 
EUA): extrato de levedura, neopeptona, peptona e BHI (Brain 
Heart Infusion). 
 
4. Outros materiais para cultura 
Materiais adquiridos da Corning Laboratory Sciences Co. 
(Corning, NY, EUA): garrafas para cultura de 25 cm2, 75 cm2 e 
150 cm2; placas de petri 100 x 20 mm; placas para cultura de 24 
e 96 poços; tubos para centrífuga de 15 mL e 50 mL. 
Materiais adquiridos da VWR Scientific Products (West 
Chester, PA, EUA): pipetas 5, 10 e 25 mL e tubos para 
centrífuga 15 e 50 mL. 
Lamínulas de vidro quadradas 18 mm2 e redondas de 13 mm 
foram adquiridas da Glasstécnica (São Paulo, SP, Brasil) e A. 
Daigger & Company (Wheeling, IL, EUA), respectivamente. 
Membranas estéreis 0,2 μm Acrocap foram fornecidos pela 
Gelman Sciences (Ann Arbor, MI, EUA). Tubos para congelamento 
de células foram adquiridos da Nalgene Company (Rochester, NY, 
EUA). 
 
5. Anticorpos 
O anticorpo monoclonal murino ST-8 (IgG3) produzido em 
nosso laboratório por Straus e colaboradores (1993), esse 
anticorpo reconhece especificamente a porção protéica da gp43. 
 Anticorpo policlonal de cabra anti-Pma1, anticorpos de 
cabra anti IgG de coelho e anticorpos de coelho anti-IgG de 
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cabra conjugados a “horseradish peroxidase” foram adquiridos 
da Santa Cruz (Santa Cruz, CA, EUA). 
 Anticorpo anti-laminina de coelho foi adquirido da Sigma 
Aldrich, anticorpos de cabra anti-IgG de camundongo conjugados 
a HRP foram adquiridos da Gibco (Gaithersburg, MD, EUA). 
 
6. Reagentes para dosagem de proteínas, SDS-PAGE e “Western 
blot” 
O kit de dosagem de proteínas “Micro BCA”, o padrão de 
peso molecular, membranas de “polyvinylidene-difluoride”(PVDF) 
e o substrato “SuperSignal West Pico Chemiluminescent-
Substrate” foram adquiridos da Pierce Biotechnology (Rockford, 
IL, EUA). 
 N,N,N’,N’-tetrametil-etilenodiamina (TEMED) foi adquirido 
da Merck (São Paulo, SP, Brasil). 
 Acrilamida, bisacrilamida, glicina, dodecil sulfato de 
sódio (SDS) foram adquiridos da Pharmacia LKB-Biotechnology AB 
(Uppsala, Suécia). 
 Tiouréia, uréia, Chaps, DTT, iodoacetamida foram 
adquiridos da GE Healthcare (Uppsala, Suécia). 
  
7. Padrões  
Padrões de monohexosil ceramida (CMH) e glicoinositol 
fosforilceramida foram extraídos e purificados de P. 
brasiliensis. Padrões de colesterol, ergosterol e de 
fosfolipídeos (fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, 
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fosfotidilserina e fosfatidilinositol) foram adquiridos da 
Sigma Chemical Co. (MO, EUA). 
 
8. Solventes  
1-butanol, clorofórmio, hexano, isopropanol, metanol, 
metilamina, acetona e éter etílico foram adquiridos da Merck 
(Brasil), e o 1-propanol da Aldrich Chemical Co. (WI, EUA).  
 
9. Reagentes 
Reagente de Dittmer-Lester (trióxido de molibdênio e 
molibdênio metálico). Orcinol e primulina foram adquiridos da 
Sigma Chemical Co. (MO, EUA). 
 
10. Sílicas e Resinas 
DEAE-Sephadex A-25 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia). 
Placas de cromatografia de alta resolução em camada delgada de 
sílica gel (HPTLC) da Merck (Darmstadt, Alemanha) e da J.T. 
Baker (Phillipsburg, NJ, EUA). Sílica gel 60 (35-70 mesh) 
(Merck, Darmstadt, Alemanha). Coluna Iatrobeads 6RS8010 (4,6 x 
300 mm) (Iatron, Tóquio, Japão).   
 
11. Outros materiais 
Metil-β-ciclodextrina (mβCD) e albumina sérica bovina 
foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (MO, EUA). BRIJ 98 foi 
adquirido da Aldrich Chemical Co. (WI, EUA). Acetato de sódio, 
ácido clorídrico, ácido sulfúrico, cloreto de cálcio, 
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hidróxido de potássio e sulfato de cobre foram adquiridos da 
Merck (Brasil). 
 
12. Aparelhos 
Agitadores magnéticos VWR, modelo 320 (Dubuque, IA, EUA); 
agitador modelo Red Rocker da Hoefer Scientific Instruments 
(São Francisco, CA, EUA); agitador modelo Adams Nutator 1105 
da Becton Dickinson Company (Parsippany, NJ, EUA); autoclave 
modelo SS-325 (Tomy, Tóquio, Japão); balança analítica 
Mettler-Toledo modelo AJ50 (Greifensee, Suiça); banho-maria 
Evlab (Londrina, PR, Brasil); bloco quente modelo Reacti-Therm 
III (Rockford, IL, EUA); bomba de vácuo Modulyo-Edwards 
(Crawley, Reino Unido); câmaras tipo B.O.D. e centrífuga 
modelo Excelsa 3 204N da Fanem (Guarulhos, SP, Brasil); 
centrífugas refrigeradas Sorvall-Dupont modelos RT6000D e 
RC5B, ultracentrífuga Sorvall Ultra Pro 80, rotores da 
ultracentrífuga T865, T880 e AH629 (Newtown, CT, EUA); 
contador gama Packard modelo C5002 (Downersgrove, IL, EUA); 
espectrofotômetro Jasco modelo 7800 (Japão); estufa de CO2 e 
freezer -70ºC Forma Scientific (Marietta, OH, EUA); evaporador 
N-Evap Organomation com fluxo de nitrogênio e banho a 37ºC 
(Berlin, MA, EUA); fluxo laminar Veco (Campinas, SP, Brasil); 
homogeneizador Wheaton Instruments para tubos “Potter-
Elvehjem” (Milville, NJ, EUA); leitor de ELISA Labsystems 
Multiskan modelo MCC/340 (Helsinque, Finlândia); liofilizador 
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Edwards (West Sussex, Reino Unido); microcentrífuga Sorvall-
Dupont modelo MC12V (Newtown, CT, EUA); microscópios ópticos 
Nikon modelos óptico Alphaphot-2, invertido TMS-F Nº2 e 
fluorescência HB10103AF (Tóquio, Japão); pHmetro Denver 
Instruments modelo 220 (Arvada, CO, EUA); rotoevaporadores 
Büchi R114/B480 e RE111/461 (Flawil, Suiça); sistemas para 
eletroforese e transferência Hoëfer Scientific Instruments 
(São Francisco, CA, EUA); sonicador Bransonic modelo Branson 
2200 (Danbury, CT, EUA); agitador de tubos Tecnal TE162 
(Tecnal, Piracicaba, SP); omni-mixer (Sorvall, DE, EUA); G-BOX 
HR 16 (Syngene).  
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MÉTODOS 
 
1. Cultura de fungos 
 
 
1.1. Cultura de Paracoccidioides brasiliensis 
As formas de leveduras de P. brasiliensis foram cultivadas 
em meio líquido PGY contendo: neopeptona 5,0 g/L; extrato de 
levedura 5,0 g/L; glucose 15,0 g/L; asparagina 1,4 g/L e 
tiamina 0,1 g/L. Os componentes foram homogeneizados em água 
bi-destilada e autoclavados a 120°C por 20 minutos; após 
resfriamento foram mantidos a 4°C até o momento do uso. As 
culturas foram mantidas a 37°C sob agitação orbital a 100 
r.p.m. e repicadas semanalmente (Toledo et al, 1995). 
 
 
1.2. Cultura de Histoplasma capsulatum  
 Formas de leveduras de H. capsulatum foram cultivadas em 
meio líquido BHI 37,0 g/L. Os componentes foram homogeneizados 
em água bi-destilada e autoclavados a 120°C por 20 minutos. 
Após o resfriamento, o meio foi enriquecido com 3% de soro 
fetal bovino e mantido a 4°C até o momento do uso. As culturas 
foram mantidas a 37°C sob agitação orbital de 100 r.p.m. e 
repicadas semanalmente (Toledo et al., 2001). 
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2. Extração e purificação de (glico)lipídeos 
 
 
2.1. Extração separação de glicolipídeos neutros e acídicos de 
fungos 
 Os fungos após serem inativados com timerosal 0,02%, foram 
centrifugados para a retirada do meio de cultura e, lavados 
com dois volumes de PBS (tampão fosfato 0,01 M, pH 7,2, 
contendo NaCl 0,15 M). Os glicolipídeos totais de P. 
brasiliensis foram extraídos 3 vezes com uma mistura de 
isopropanol: hexano:água (IPA:HEX:água) (55:20:25, v/v/v) e 2 
vezes com clorofórmio:metanol (C:M)(2:1, v/v), através da 
homogeneização utilizando-se Omni-mixer. Os 5 extratos obtidos 
foram unidos e secos em rotaevaporador, ressuspensos em 
clorofórmio:metanol:água (30:60:8, v/v/v) e aplicados em uma 
coluna de DEAE-Sephadex A-25, previamente equilibrada no mesmo 
solvente. A fração correspondente aos glicolipídeos neutros 
foi eluída com cinco volumes do mesmo solvente. Em seguida a 
coluna foi lavada com cinco volumes de metanol e os 
glicolipídeos acídicos foram eluídos com cinco volumes de 
acetato de sódio 0,2 M em metanol. A fração contendo os 
glicolipídeos acídicos foi seca em rotaevaporador, dialisada 
contra água destilada, novamente seca em rotaevaporador e 
ressuspensa em C:M (2:1,v/v) (Straus et al.,1993). 
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2.2. Purificação de glicolipídeos 
 
 
2.2.1. Glucosilceramida 
Os glicolipídeos neutros foram purificados por 
cromatografia em coluna de sílica gel 60 utilizando-se 
gradiente de clorofórmio/metanol 9:1 a 1:9 (v/v) (Sweeley, 
1969, Silveira et al., 2005). Frações contendo GlcCer foram 
purificadas por cromatografia em camada delgada de alta 
resolução (HPTLC) preparativa. Os glicolipídeos foram 
aplicados em placa de HPTLC e a cromatografia desenvolvida no 
solvente clorofórmio/metanol/CaCl2 0,02% (60:40:9, v/v/v). As 
placas foram borrifadas com 0,01% de primulina em 90% de 
acetona aquosa e os GSLs visualizados sob luz UV e a região 
contendo GSLs foi removida da lâmina e os GSLs foram eluídos 
da sílica por sucessivas extrações de IPA:HEX:água (55:20:25, 
v/v/v) mantidas em banho com ultra-som. O sobrenadante 
contendo os glicolipídeos foi removido por centrifugação, 
unidos e secos em rotaevaporador (Straus et al., 1993). 
 
 
2.2.2. Fracionamento de glicosilinositol fosforilceramidas 
(GIPCs) 
Os glicolipídeos acídicos, foram purificados por 
cromatografia líquida de alta performance (HPLC). A amostra de 
glicolipídeos acídicos foi ressuspensa em 1,0 mL de C:M (2:1, 
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v/v), aplicada em uma coluna de Iatrobeads 8010, e eluída 
utilizando um sistema de gradiente de IPA:HEX:água (55:43:2 a 
55:30:15, v/v/v). O fluxo de solvente da coluna foi de 1,0 
mL/minuto, sendo coletadas frações de 1,0 mL em um tempo total 
de 175 minutos. As diferentes frações foram analisadas por 
HPTLC no solvente clorofórmio:metanol:CaCl2 0,02% (60:40:9, 
v/v/v), e os glicolipídeos visualizados por coloração com 
orcinol/H2SO4.As frações contendo os diferentes GIPCs foram 
reunidas e utilizadas para os diferentes experimentos (Straus 
et al., 1993).  
 
 
2.3 Quantificação dos glicolipídeos 
 Alíquotas de 10 μL das diferentes preparações dos 
glicolipídeos em C:M (2:1, v/v), foram adicionadas em tubos de 
ensaio, secas e ressuspensas em 200 μL de água bi-destilada. 
Em seguida, adicionou-se 200 μL de fenol 5,0% em água e 1,0 mL 
de ácido sulfúrico concentrado, após agitação deixou-se em 
repouso por 10 minutos. A concentração de cada glicolipídeo 
foi determinada em relação a uma curva padrão de glucose (2-15 
μg), por leitura a 492 nm em espectrofotômetro (Dubois et al., 
1956; Straus et al., 1992). 
 
 
 37
3. Cromatografia em camada delgada de alta performance (HPTLC) 
A identificação e/ou separação dos componentes lipídicos 
foi realizada em placas de cromatografia em camada delgada de 
alta performance (HPTLC) desenvolvidas em diferentes sistemas 
de solventes e reveladas por colorações específicas para os 
vários componentes analisados (Straus et al., 1993), como 
segue: 
 
 
3.1. Análise de glicoesfingolipídeos 
Os glicoesfingolipídeos (GSLs) foram analisados por HPTLC 
desenvolvida no sistema de clorofórmio:metanol:CaCl2 (60:40:9, 
v/v/v) (solvente A). Para visibilização dos GSL as placas 
foram, em primeira etapa, borrifadas com primulina 0,01% e os 
GSLs visibilizados sob luz UV. Em uma segunda etapa os GSL 
foram visibilizados como manchas púrpuras por coloração com 
orcinol/H2SO4, após aquecimento das placas a 120°C por 5 
minutos. A coloração por ambos (primulina e orcinol) 
identifica os compostos GSL (Straus et al., 1993). 
 
 
3.2. Análise dos componentes fosfolipídicos  
Os componentes fosfolipídicos foram analisados por HPTLC 
desenvolvida no sistema clorofórmio:metanol:metilamina 40% 
(63:35:10,v/v/v) (solvente B). Os diferentes componentes 
fosfolipídicos foram visibilizados, como manchas azuis, após 
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borrifamento das placas com o reagente Molibdenium blue 
(Sigma) (Toledo et al., 1995; Yoneyama et al. 2006). 
 
 
3.3. Análise de ergosterol 
Os esteróis foram analisados por HPTLC desenvolvida no 
sistema clorofórmio:éter etílico:ácido acético glacial 
(97:2,5:0,5, v/v/v) (solvente C). O ergosterol foi 
visibilizado como manchas marrons após coloração com o 
reagente de sulfato de cobre (10% CuSO4. 5H2O em 3% de H2SO4) 
após o aquecimento das placas a 120°C por 5 minutos 
(modificado de Fewster et al., 1969; Yoneyama et al., 2006). 
 
 
4. Analise quantitativa dos lipídeos por densitometria 
 A quantificação dos glicoesfingolipídeos, fosfolipídeos e 
esteróis foram determinados pela análise das imagens das 
placas de HPTLC coradas com orcinol, reagente de Dittmer-
Lester ou reagente de sulfato de cobre, respectivamente, 
comparando-os com um padrão de concentração conhecida (1 
mg/mL), por densitometria das placas utilizando o programa 
Scion Image Beta 4.02 (Toledo et al., 2004). 
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5. Dosagem de proteínas 
 As proteínas presentes nas frações de membranas 
resistentes ao detergente foram quantificadas pelo kit Micro 
BCA (Sigma). As amostras foram diluídas em água, para obtenção 
de um volume final de 100 μL, adicionadas em uma placa de 96 
poços e completadas com 100 μL do reagente do kit. A placa foi 
então aquecida a 60°C por 40 minutos e em seguida 
centrifugadas por 5 minutos a 210 x g. A absorbância foi 
medida em leitor de ELISA utilizando-se filtro de 540 nm e 
comparado com a curva padrão de albumina sérica bovina (5–40 
μg/mL). 
 
 
6. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de 
dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) e “Western blotting” 
Aproximadamente 25 μL de cada fração, obtidas a partir do 
gradiente de sacarose, foram submetidos à SDS-PAGE em gel de 
poliacrilamida 8% sob a diferença de voltagem de 
aproximadamente 0,1 V. Após a corrida o gel foi corado 
utilizando Coomassie Blue 0,25% em ácido acético:        
2-propanol:água (4:10:26, v/v/v) por 30 minutos sob agitação e 
descorado utilizando a mistura de ácido acético:2-
propanol:água (1:1:10, v/v/v). 
 Alternativamente, o material foi transferido para uma 
membrana de PVDF utilizando corrente de 200 mA por 
aproximadamente 3 horas a 4°C. A membrana contendo o material 
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protéico foi bloqueada com uma solução contendo 10% de leite e 
1% de albumina sérica bovina em PBS (leite-BSA-PBS) por duas 
horas e então incubadas com anticorpo primário por 2 horas, em 
seguida a membrana foi lavada com TBS contendo Tween 20 e, 
posteriormente incubada com anticorpo anti-IgG conjugado a 
estreptoavidina peroxidase por uma hora protegida da luz. Para 
a revelação, a membrana de PVDF foi incubada por um minuto com 
o reagente “super signal West Pico Chemiluminescent Substrate” 
(Sigma) e posteriormente as proteínas foram detectadas 
utilizando o sistema de fotodocumentação G-BOX HR 16 (Syngene) 
e analisadas utilizando-se o “software” (Syngene) (Maza et 
al., 2008).  
 
 
7. Eletroforese bidimensional 
 Aproximadamente 750 μg de proteínas foram precipitadas com 
uma mistura contendo: 200 μL de uma solução de KCl 1%, e 375 μL 
de clorofórmio:metanol (2:1, v/v). Após centrifugação os 
sobrenadantes foram descartados, obtendo-se precipitados 
contendo as proteínas. O tampão de reidratação (2M tiouréia, 
7M uréia, 2% CHAPS) contendo 10 μM de DTT e 2% de IPG 3-10, 
foi adicionado às amostras até completa solubilização das 
mesmas. Posteriormente as amostras, foram colocadas no 
aparelho “Protean IEF Cell”, juntamente com as fitas para 
focalização isoeletrica (18 cm, pH 3-10). Em seguida as fitas 
foram focalizadas para separação das proteínas de acordo com o 
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seu ponto isoelétrico (pI). A próxima etapa realizada foi o 
desenvolvimento da eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, 
das proteínas previamente separadas pelo pI. Os géis obtidos 
foram fixados em solução de fixação (10% de ácido acético 
glacial, 15% de metanol) por 12 horas e posteriormente corados 
com “Coomassie blue” (Coomassie G250). 
 
 
8. Isolamento da fração de microdomínios de membranas por 
fracionamento em gradiente de sacarose 
Após centrifugação para retirada do meio de cultura, 
leveduras de P. brasiliensis ou H. capsulatum, foram lavadas 
três vezes em água bidestilada e centrifugada. O precipitado, 
contendo as leveduras, foi mantido “overnight” à -20˚C. A 
seguir, adicionou-se tampão TNE (50 mM Tris-HCl, 150mM NaCl,5 
mM EDTA, pH 7,0) contendo 0,4 mM leupeptina e 0,1 mM PMSF, e 
pérolas de vidro. A proporção utilizada nessa mistura foi de 
1g de fungo:0,5 mL de tampão TNE:1g de pérolas de vidro, 
tipicamente os microdomínios foram isolados de 2,5g de fungo. 
Essas misturas foram submetidas a dois ciclos de agitação, em 
vortex, por 7 minutos a 4°C, para romper a parede celular do 
fungo. Em seguida, a suspensão foi centrifugada a 800 x g, a 
4°C por 5 minutos. O sobrenadante obtido foi processado de 
duas formas: i) aproximadamente 1,2 mL do sobrenadante foram 
incubados com Brij 98, ajustando-se o volume para obtenção de 
uma concentração final de 1% desse detergente, por 30 minutos 
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a 4°C; ii) sobrenadante foi inicialmente submetido à 
ultracentrifugação a 100.000 x g em rotor T-865, por 1 hora a 
4°C, para obtenção de componentes presentes exclusivamente na 
membrana. Posteriormente o precipitado do item ii foi 
ressuspenso em 1% de Brij e incubado por 30 minutos a 4°C.  
Após o período de incubação com o detergente (30 minutos a 
4°C), 1,0 mL do extrato foi misturado com 1,0 mL de sacarose 
85% em TNE, obtendo-se uma concentração final de 42,5% de 
sacarose. Em seguida, foram adicionados cuidadosamente, 5,5 mL 
de sacarose 35% em tampão TNE e 4 mL de sacarose 5% em tampão 
TNE. Os tubos, contendo o lisado ou o precipitado de 100.000 x 
g, foram ultracentrifugado utilizando o rotor “swing” AH-629 
(Sorvall) a 135.000 x g, por 20 horas a 4°C. Doze frações, de 
1,0 mL, foram coletadas a partir do topo até o fundo do tubo 
e, de cada uma delas, uma alíquota de 300 μL, foi separada 
para análise de proteínas por SDS-PAGE e “Western blotting” 
(descrito no item 6 de Métodos). O restante das frações foram 
particionadas com 1-butanol saturado com água, a fase 
butanólica foi coletada, seca sob fluxo de nitrogênio e, 
posteriormente analisada para diferentes componentes lipídicos 
por HPTLC desenvolvidas nos solventes A, B ou C, como descrito 
no item 3 de Métodos. 
A fração contendo os microdomínios de membrana apresenta 
baixa densidade, devido ao fato de serem regiões ricas em 
ergosterol e GSLs, apresentam alto grau de compactação entre 
as moléculas e, consequentemente, são insolúveis em detergente 
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não iônico. As frações contendo os microdomínios de membrana 
podem ser evidenciadas pela formação de uma nuvem entre as 
frações 4-6 do gradiente (Figura 2) (Bagnat et al., 2000).  
 
 
9. Re-centrifugação da fração de microdomínios de membrana 
(fração 5) em gradiente de sacarose 
 Depois da ultracentrifugação em gradiente de sacarose, 0,9 
mL da fração que contém os microdomínios (fração 5), foi 
novamente ultracentrifugada. Para esse experimento, duas 
amostras da fração 5 foram utilizadas. Inicialmente, 
adicionou-se Brij 98 às duas amostras, ajustando-se o volume 
para a obtenção de uma concentração de 1% do detergente. Em 
seguida as amostras foram incubadas por 30 minutos a 4°C ou a 
37°C. Após esse período, as amostras foram novamente 
fracionadas por ultracentrifugação a 135.000 x g em gradiente 
de sacarose, por 20 horas a 4°C. Doze frações foram novamente 
coletadas do topo em direção ao fundo do tubo e, as análises 
dos componentes protéicos e lipídicos foram realizadas como 
descrito anteriormente. 
 
 
10. Isolamento de microdomínios de membrana temperatura-
dependente com o detergente Brij 98 
 O procedimento descrito no item 8 foi desenvolvido, com 
algumas modificações nas temperaturas de incubação. Após a 
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lavagem das leveduras, essas foram misturadas com tampão TNE e 
pérolas de vidro, numa proporção de 1,0:0,5:1,0. A mistura foi 
agitada, em vortex, por dois ciclos de 7 minutos, a 
temperatura ambiente. Posteriormente a suspensão foi 
centrifugada a 800 x g, por 5 minutos. O sobrenadante foi 
incubado com detergente Brij 98, numa concentração final de 
1%, e mantido por 30 minutos em diferentes temperaturas (37°C, 
40°C e 45°C) (modificado de Yoneyama et al., 2006). O extrato 
foi ultracentrifugado em gradiente de sacarose a 4°C. Doze 
frações foram coletadas do topo até o fundo do tubo. De cada 
fração retirou-se 0,3 mL para análise de proteínas e o 
restante foi particionado com  1-butanol saturado com água 
para análise dos lipídeos de membrana por HPTLC. 
 Os procedimentos experimentais realizados para o 
isolamento dos microdomínios de membrana estão resumidos no 
esquema 1.  
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Esquema 2. Delineamento experimental para isolamento e análise dos microdomínios de 
membrana 
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11. Tratamento das formas de leveduras com metil-β-
ciclodextrina (mβCD) 
As leveduras foram lavadas três vezes em PBS estéril, e 
então, pré-incubadas por 12 horas, em meio RPMI sem soro fetal 
bovino. Em seguida, as leveduras foram novamente lavadas em 
PBS, incubadas com 40 mM de mβCD em PBS e mantidas sob 
agitação por 1 hora a 37°C. As suspensões contendo leveduras 
foram centrifugadas a 1.300 x g por 10 minutos e lavadas 3 
vezes com PBS (Yoneyama et al., 2006). As leveduras foram 
então submetidas a dois protocolos experimentais: i) 
purificação dos microdomínios de membranas (vide item 8 de 
Métodos); ii) ensaio de infectividade em macrófagos (vide item 
15 de Métodos). 
 
 
12.  Adição de colesterol exógeno às formas de leveduras de H. 
capsulatum previamente tratadas com metil-β-cicloxdetrina 
 Leveduras de H. capsulatum foram inicialmente incubadas 
com o agente quelante de esteróis, mβCD, 40 mM por 1 hora a 
37°C. Após esse período, as leveduras foram lavadas com PBS 
estéril e incubadas com colestrol-mβCD (colesterol solúvel em 
água) 2 mM por mais 1 hora. Essas leveduras foram novamente 
lavadas e utilizadas em dois experimentos distintos: i) 
infectividade de macrófagos alveolares, item 15 de Métodos; 
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ii) isolamento de microdomínios de membrana, item 8 de 
Métodos. 
 
 
13. Ensaio de “binding” com a laminina 
 Aproximadamente 25 μL de cada fração, obtida a partir do 
gradiente de densidade, foram submetidos à SDS-PAGE em gel de 
poliacrilamida 8%. O gel contendo as proteínas do gradiente 
foi, então, transferido para uma membrana de PVDF utilizando 
corrente de 200 mA por aproximadamente 3 horas a 4°C. A 
membrana contendo o material protéico foi bloqueada, 
“overnight”, com albumina sérica bovina 1% em PBS (PBS-BSA 1%) 
e leite 10%. A seguir, a membrana foi lavada 3 vezes e 
incubada com a laminina (30μg/mL) diluída em BSA 1% em TBS + 
Tween 20 + CaCl2 + MgCl2 (TBS+) por 1 hora a 4°C, sob agitação. 
Após esse período, a membrana foi lavada 4 vezes com TBS+ por 
um período de 10 minutos, em cada lavagem. O anticorpo 
primário anti-laminina (Sigma) foi diluído em BSA 1% em TBS+ e 
incubado com a membrana por 2 horas e, posteriormente a 
membrana foi novamente lavada e incubada com o anticorpo 
secundário conjugado a estreptoavidina-peroxidase por mais 1 
hora, a membrana foi mantida protegida da luz (Andreotti, et 
al., 2005). Para a revelação, a membrana de PVDF foi incubada 
por um minuto com o reagente “super signal West Pico 
Chemiluminescent Substrate” (Pierce), as proteínas foram 
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detectadas utilizando o sistema de fotodocumentação G-BOX HR 
16 (Syngene) e analisadas utilizando o “software” (Syngene). 
 
 
14. Cultura de macrófagos alveolares  
 Macrófagos residentes de camundongos BALB/c foram obtidos 
por lavagem brônquica após um procedimento cirúrgico para 
canular a traquéia e instilar PBS estéril nos pulmões, com o 
auxílio de uma seringa. O número de macrófagos presentes na 
suspensão de células coletadas foi determinado por contagem 
total e diferencial (na presença de cristal violeta 1 mg/mL em 
ácido acético 30%, diluído 1:5, v/v). Os macrófagos foram 
lavados 2 vezes em PBS, coletados após centrifugação a 800 x g 
e ajustados para 3 x 106 células/mL. Aproximadamente 5 x 105 
macrófagos foram adicionadas em lamínulas de 13 mm de 
diâmetro, previamente dispostas em placas de 24 poços, e 
mantidas por 1 hora a temperatura ambiente. As células não 
aderidas foram removidas por lavagens das lamínulas com PBS. 
Os macrófagos foram mantidos em meio RPMI 1640 suplementado 
com 10% de soro fetal bovino e 20 mM de HEPES a 37°C, em 
estufa contendo 5% de CO2 (Sugar, et al., 1982). 
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15. Infectividade de leveduras de H. capsulatum em cultura de 
macrófagos alveolares 
 Lamínulas contendo macrófagos isolados dos alvéolos 
pulmonares de camundongos BALB/c foram incubadas com: 1- 
leveduras de H. capsulatum não tratadas com mβCD (controle); 
2- tratadas com 40 mM de mβCD; ou 3- tratadas com 40mM de mβCD 
e posteriormente re-incubadas com 2mM de colesterol. A 
infectividade foi realizada na proporção de 
leveduras/macrófagos foi de 5:1, incubada por uma hora a 25°C. 
As leveduras não fagocitadas pelos macrófagos foram removidas 
por 3 lavagens com meio RPMI e, os macrófagos infectados foram 
fixados com formaldeído 4% em PBS por 15 minutos e coradas com 
o kit Hema 3,onde o núcleo cora-se em azul e o citoplasma 
apresenta coloração púrpura. As lamínulas foram montadas 
utilizando-se Permount e analisadas em microscópio óptico. O 
índice de infectividade foi determinado pela média do número 
de leveduras internalizadas por macrófago multiplicado pela 
porcentagem de macrófagos infectados contando-se 300 
macrófagos por lamínula (Yoneyama, et al., 2006).  
 
           I =  Lev  x (%MФ i) 
     MФ i  
I = índice de infectividade; 
MФ I = macrófago infectado; 
Lev = leveduras. 
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RESULTADOS 
 
 
O isolamento e a caracterização de microdomínios de 
membranas em fungos patogênicos são de grande importância, uma 
vez que, as diferentes moléculas presentes nesses 
microdomínios podem estar relacionadas com a adesão fungo-
célula hospedeira e aparentemente participam de eventos de 
transdução de sinal como morfogênese e proliferação. Com 
intuito de verificar a presença de microdomínios de membrana 
em fungos patogênicos, leveduras de Paracoccidioides 
brasiliensis e Histoplasma capsulatum foram rompidas com 
pérolas de vidro. O lisado obtido foi incubado com 1% do 
detergente Brij 98 por 30 minutos a 4˚C e submetido à 
ultracentrifugação em gradiente de sacarose. Em uma segunda 
etapa, foram coletadas 12 frações de 1,0 mL do topo para o 
fundo do tubo do gradiente, onde na região da fração 5 
observou-se a formação de uma nuvem, característica para 
fração que contém os microdomínios de membrana (Figura 2). Os 
componentes lipídicos, obtidos após o fracionamento em 
gradiente de sacarose, foram analisados por HPTLC e 
quantificados por densitometria das placas de HPTLC. Enquanto 
os componentes protéicos foram analisados por SDS-PAGE e sua 
reatividade com os anticorpos anti-Pma1p e anti-gp-43 foi 
analisada por “Western blotting”, após dosagem de proteínas 
pelo kit Micro BCA (Sigma).   
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 A presença de microdomínios de membrana em leveduras de P. 
brasiliensis e H. capsulatum foi caracterizada pela presença 
de componentes (glico)lipídicos e protéicos específicos nas 
frações de baixa densidade do gradiente de sacarose (frações 
4, 5 e 6), como descritos a seguir. 
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Figura 2. Foto tirada após o fracionamento do lisado de 
levedura de P. brasiliensis em gradiente de sacarose, após 
incubação com 1% de Brij 98 
Após o fracionamento em gradiente de sacarose, 12 frações de 
1,0 mL foram coletadas do topo em direção ao fundo do tubo. 
Essa foto mostra claramente a formação de uma nuvem na 
interface entre a sacarose 35% e 5%, onde geralmente são 
isolados os microdomínios de membrana (fração 5). 
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1. Análise da distribuição de (glico)lipídeos e proteínas de 
microdomínios de membrana de P. brasiliensis 
 Após fracionamento do lisado de leveduras de P. 
brasiliensis como mostrado na Figura 2, os componentes 
(glico)lipídicos presentes nas diferentes frações foram 
analisados por HPTLC. A figura 3A mostra um claro 
enriquecimento dos GSLs entre as frações 4, 5 e 6 do 
gradiente. O mesmo perfil pode ser observado para distribuição 
de ergosterol (Figura 3B) e fosfolipídeos (Figura 3C), onde as 
frações 4, 5 e 6 apresentam-se enriquecidas nestes compostos. 
De acordo com a definição de microdomínios de membrana 
como sendo domínios ricos em esteróis e GSLs, os resultados 
obtidos após quantificação dos componentes (glico)lipídicos 
por densitometria das placas de HPTLC, mostraram que 
aproximadamente 40% do ergosterol e da glucosilceramida (CMH) 
e 45% dos glicosilinositol-fosforilceramida (Pb2/3) estão 
presentes nas frações de microdomínios de membrana. No 
entanto, os microdomínios isolados de leveduras de P. 
brasiliensis, mostram ainda uma presença marcante de 
fosfolipídeos (38%) nas frações 4, 5 e 6 onde, aproximadamente 
14% representa a concentração de fosfatidiletanolamina (PE), 
18% de fosfatidilcolina (PC) e 6% de fosfatidilinositol (PI). 
A presença de fosfatidilserina (PS) não foi observada nas 
frações de microdomínios de membrana isolados deste fungo 
(Figura 4). 
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Figura 3. Perfil de distribuição lipídica obtido após 
fracionamento em gradiente de sacarose do lisado de leveduras 
de P. brasiliensis incubado com Brij 98 
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Figura 3. Perfil de distribuição lipídica obtido após 
fracionamento em gradiente de sacarose do lisado de leveduras 
de P. brasiliensis incubado com Brij 98 
Leveduras de P. brasiliensis foram lisadas com pérolas de 
vidro e incubadas por 30 minutos com Brij 98 a 4°C. O lisado 
obtido foi submetido a uma ultracentrifugação em gradiente de 
sacarose e, frações de 1,0 mL foram coletadas do topo (fração 
1) em direção ao fundo (fração 12) do tubo. A análise dos 
componentes lipídicos foi realizada por HPTLC e desenvolvida 
em diferentes solventes.  
Painel A – Para análise dos glicoesfingolipídeos, a 
cromatografia em placa de HPTLC foi desenvolvida em solvente 
clorofórmio:metanol:CaCl2 0,02% (60:40:9, v/v/v) e visibilizada 
após coloração com orcinol/H2SO4. 
Painel B – Para análise do ergosterol, a cromatografia em 
placa de HPTLC foi desenvolvida em solvente clorofórmio:ácido 
acético:éter etílico (97:2,5:0,5, v/v/v) e visibilizadas após 
coloração com H2SO4 /sulfato de cobre.  
Painel C – O perfil dos fosfolipídeos obtidos após 
ultracentrifugação em gradiente de sacarose foi analisado após 
o desenvolvimento das placas de HPTLC em solvente 
clorofórmio:metanol:metilamina 40% (65:35:10, v/v/v) e coradas 
com reagente Dittmer-Lester.  
T - fração total; CMH – monohexosilceramida; Erg – ergosterol; 
P – padrão Pb2/3; E – padrão de ergosterol; F – padrão de 
fosfolipídeos contendo: PE – fosfatidiletanolamina; PC – 
fosfatidilcolina; PS – fosfatildilserina; PI – 
fosfatidilinisitol. 
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Figura 4. Quantificação dos componentes lipídicos de P. 
brasiliensis distribuídos nas 12 frações obtidas após 
ultracentrifugação em gradiente de sacarose 
Os componentes lipídicos (Pb-2/3, CMH, esteróis e 
fosfolipídeos), presentes nas 12 frações obtidas após 
ultracentrifugação em gradiente de sacarose do lisado de 
leveduras de P. brasiliensis, foram quantificados por 
densitometria das placas de HPTLC mostradas na Figura 3. 
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De forma semelhante, a dosagem de proteínas mostra um 
enriquecimento das frações 4, 5 e 6, em particular na fração 5 
do gradiente de sacarose (Figura 5A). As proteínas presentes 
na diferentes frações foram visualizadas por SDS-PAGE e 
“Western blotting”. O mesmo volume de cada fração (25 μL) foi 
aplicado no gel de poliacrilamida 8%, com exceção das frações 
11 e 12 em que se aplicou um volume 10 vezes menor, para uma 
melhor visualização das bandas nessas frações. Cabe salientar 
que, o ajuste no volume das frações 11 e 12, se fez necessário 
para que não ocorresse saturação dessas amostras na 
eletroforese em gel de poliacrilamida, sendo o real valor da 
concentração mostrado no gráfico de dosagem de proteínas.  
O enriquecimento de proteínas nas frações de baixa 
densidade pode ser visibilizado pela coloração do gel de 
poliacrilamida com “Coomassie blue”. A Figura 5B mostra a 
presença de proteínas de diferentes pesos moleculares nas 
frações 4, 5 e 6, em particular, uma proteína de 30 kDa 
(indicada por a), que se apresenta como proteína majoritária 
das frações de microdomínios. Um dublete de aproximadamente 50 
kDa (indicado por b) também pode ser encontrado nas frações 4, 
5 e 6 do gradiente de sacarose. As análises protéicas 
realizadas através de “Western blotting” também mostram a 
presença da proteína transmembrana Pma1p nas frações 5 e 6 do 
gradiente (Figura 6A). Pma1p desempenha função de bomba de 
prótons e, sua inserção nos microdomínios de membrana é 
fundamental para o desempenho de tal função. A confirmação, 
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por imunocoloração das membranas de PVDF, da presença de Pma1p 
nas frações 5 e 6 corrobora os dados obtidos para 
glicoesfingolipídeos, fosfolipídeos, e ergosterol, indicando 
claramente que as frações 4, 5 e 6 representam as frações de 
microdomínios de leveduras de P. brasiliensis. Por outro lado, 
a glicoproteína gp43 foi detectada, pelo anticorpo monoclonal 
ST-8, somente nas frações 10, 11 e 12 do gradiente (Figura 
6B). Devido ao fato da gp43 ser uma molécula secretada a 
partir de vesículas que se fundem a membrana celular, essa 
glicoproteína foi utilizada como um marcador de fração 
solúvel. 
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Figura 5. Perfil de distribuição protéica das 12 frações 
obtidas após ultracentrifugação em gradiente de sacarose do 
lisado de leveduras de P. brasiliensis previamente incubado 
com Brij 98 
Painel A – Dosagem das proteínas obtidas após 
ultracentrifugação em gradiente de sacarose do lisado de 
levedura, utilizando-se o Kit Micro BCA (Sigma).    
Painel B – Eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, das 12 
frações obtidas após o gradiente de sacarose. Foram aplicados 
no gel um volume de 25 μL nas frações de 1 – 10 e nas frações 
11 e 12 um volume dez vezes menor a este. Os componentes 
protéicos foram visibilizados após coloração com Coomassie 
blue.  a. Proteína de 30 kDa; b. dublete de 50 kDa. 
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Figura 6. “Western blotting” utilizando-se as 12 frações 
obtidas após a ultracentrifugação em gradiente de sacarose do 
lisado de leveduras de P. brasiliensis, incubado com Brij 98 
Aproximadamente 25μL, de cada fração, foram aplicados no gel, 
com exceção das frações 11 e 12 que se aplicou um volume dez 
vezes menor. Após serem submetidas ao SDS-PAGE, essas 
proteínas foram transferidas para membrana de PVDF, a qual foi 
incubada com diferentes anticorpos. 
Painel A – Anticorpo policlonal dirigido contra Pma1p, uma 
proteína caracterizada como marcadora de microdomínios de 
membrana de fungos (100 KDa). 
Painel B – Anticorpo monoclonal (ST-8) dirigido contra gp 43.   
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1.1 Perfil de distribuição das proteínas de membrana de P. 
brasiliensis após isolamento dos microdomínios de membrana 
 Para uma melhor compreensão da distribuição protéica na 
membrana celular, realizou-se o fracionamento do lisado de 
levedura após uma ultracentrifugação prévia a 100.000 x g, por 
1 hora a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi removido e, ao 
precipitado rico em membranas, adicionou-se 1% de Brij 98 em 
tampão TNE, por 30 minutos a 4°C. Posteriormente, essa amostra 
foi submetida a uma segunda ultracentrifugação a 135.000 x g 
em gradiente de sacarose por 20 horas. Doze alíquotas de 1,0 
mL foram obtidas e, analisadas por SDS-PAGE, o perfil de cada 
fração após coloração com Coomassie blue está mostrado na 
figura 7A. A dosagem de proteínas de cada fração (Figura 7B) 
mostrou, como esperado, uma redução significativa nas frações 
solúveis do gradiente, quando comparado com o fracionamento 
utilizando proteínas totais (Figura 5A). Esse resultado pode 
ser melhor visualizado comparando-se os géis de 
poliacrilamida, corados com “Coomassie blue”, obtidos após o 
fracionamento de proteínas totais (Figura 5B) e proteínas de 
membrana (Figura 7B).  
A análise do perfil protéico, obtido após fracionamento de 
amostras contendo apenas proteínas de membrana, mostra que as 
frações 5 e 6 efetivamente apresentam um enriquecimento das 
proteínas de 30 e 50 kDa, quando comparado com as frações de 
proteínas de membrana solúveis. Cabe salientar que o 
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fracionamento da preparação rica em membranas (precipitado de 
100.000 x g) permitiu uma análise mais acurada da distribuição 
de proteínas presentes nos microdomínios de membrana e, 
aquelas presentes em regiões “não-rafts” das membranas. 
Com o intuito de obter uma melhor separação das proteínas, 
isoladas nas frações de microdomínios (fração 5) e frações 
contendo proteínas solúveis (fração 12), uma eletroforese 
bidimensional foi realizada. Através desse experimento, obtem-
se a separação das proteínas tanto pela massa molecular, 
quanto pelo pI das proteínas. Consequentemente, proteínas que 
apresentam a mesma migração de massa molecular, podem ser 
separadas também através da focalização das proteínas. A 
análise dos géis mostrou o enriquecimento de uma proteína de 
30 kDa na fração 5 (Figura 8, retângulo verde), quando 
comparado com a fração solúvel do gradiente (Figura 8, 
retângulo amarelo). Outra diferença marcante na análise dos 
géis, refere-se ao enriquecimento de uma proteína de 
aproximadamente 55 kDa e pI 5,3 (Figura 8; seta verde) na 
fração insolúvel, enquanto observa-se o enriquecimento de 
outra proteína com massa molecular semelhante, porém com pI em 
torno de 4,6 (Figura 8; seta vermelha), na fração solúvel do 
gradiente.  
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Figura 7. Perfil de distribuição das proteínas de membrana de 
P. brasiliensis obtidas após ultracentrifugação em gradiente 
de sacarose 
Membranas isoladas após ultracentrifugação do lisado de 
leveduras a 100.000 x g por 1 hora, foram submetidas a uma 
segunda ultracentrifugação (135.000 x g) em gradiente de 
sacarose para o isolamento dos microdomínios de membrana. Doze 
frações foram coletadas do topo até o fundo do tubo e 
analisadas como descrito abaixo.  
Painel A – Eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, das 12 
frações obtidas após o gradiente de sacarose.  
a. Proteína de 30 kDa; b. dublete de 50 kDa. 
Painel B – Dosagem das proteínas obtidas após o fracionamento 
em gradiente de sacarose, dos componentes de membrana, 
utilizando-se o Kit Micro BCA (Sigma).      
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Figura 8. Perfil de distribuição das proteínas de membrana de 
P. brasiliensis obtida após ultracentrifugação em gradiente de 
sacarose e submetidas à eletroforese bidimensional 
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Figura 8. Perfil de distribuição das proteínas de membrana de 
P. brasiliensis obtida após ultracentrifugação em gradiente de 
sacarose e submetidas à eletroforese bidimensional 
Membranas isoladas após ultracentrifugação do lisado de 
leveduras a 100.000 x g por 1 hora, foram submetidas a uma 
segunda ultracentrifugação (135.000 x g) em gradiente de 
sacarose para o isolamento dos microdomínios de membrana. Doze 
frações foram coletadas do topo até o fundo do tubo e as 
frações 5 e 12 foram submetidas à eletroforese bidimensional. 
Inicialmente as amostras foram focalizadas isoeletricamente 
para separação das proteínas pelo pI e, posteriormente 
desenvolvidas em gel de poliacrilamida 12%. 
Seta verde – proteína de 55 kDa e pI 5,3; 
Seta vermelha – proteína de 55 kDa e pI 4,6; 
Retângulo verde – proteína de 30 kDa (fração 5); 
Retângulo amarelo – proteína de 30 kDa (fração 12). 
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1.2. Análise da distribuição de (glico)lipídeos e proteínas de 
P. brasiliensis após re-centrifugação da fração de 
microdomínio (fração 5) 
 Com o intuito de confirmar a presença dos 
glicoesfingolipídeos, ergosterol, fosfolipídeos e proteínas 
nas frações de microdomínios de membrana, a fração 5, obtida 
após fracionamento em gradiente de sacarose a 4°C foi re-
fracionada a 4°C e a 37°C. O re-fracionamento foi realizado 
após incubação da fração 5, correspondente a fração de 
microdomínio de membrana, por 30 minutos a 4°C e a 37°C com 1% 
de Brij 98 (vide item 9 de Métodos). Doze frações foram 
obtidas e analisadas por HPTLC e SDS-PAGE. Esse experimento 
foi realizado com o intuito de confirmar se os componentes 
isolados na fração de microdomínio (fração 5), obtidos após o 
primeiro fracionamento em gradiente de sacarose, permaneceriam 
estáveis e localizados na mesma região do gradiente. 
A amostra (fração 5) que foi mantida a 4°C e 
posteriormente re-centrifugada, demonstra através do HPTLC a 
permanência dos glicoesfingolipídeos (Figura 9), ergosterol 
(Figura 10) e fosfolipídeos (Figura 11) nas frações insolúveis 
do gradiente. A Figura 12 mostra as eletroforeses em gel de 
poliacrilamida na qual pode-se observar a permanência da 
maioria das proteínas nas frações 5 e 6.  No entanto, deve ser 
salientado que foi detectada a solubilização de duas proteínas 
de peso molecular em torno de 55 e 57 kDa (Figura 12, vide 
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seta vermelha), esse resultado sugere que essas proteínas não 
seriam componentes específicos dos microdomínios de membrana 
das formas de levedura de P. brasiliensis.  
Por outro lado, na amostra mantida a 37°C e posteriormente 
re-fracionada, observa-se um deslocamento por HPTLC, tanto de 
GSLs (Figura 9), ergosterol (Figura 10) e fosfolipídeos 
(Figura 11), quanto das proteínas por SDS-PAGE (Figura 12), 
para as frações solúveis do gradiente. Esses dados indicam que 
há solubilização dos microdomínios de membrana das formas de 
levedura de P.brasiliensis ocorre quando se incuba as 
membranas a 37°C na presença de um excesso de detergente 
(acima de 2% de Brij). 
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Figura 9. Perfil de distribuição dos glicoesfingolipídeos 
obtidos após re-centrifugação da fração 5 de P. brasiliensis, 
previamente incubada a 4°C ou a 37°C 
 Após o primeiro isolamento dos microdomínios de membrana, 
amostras da fração 5 foram re-centrifugadas em gradiente de 
sacarose, depois de terem sido incubadas por 30 minutos a 4°C 
ou a 37°C. Doze frações foram obtidas após esse gradiente e a 
análise dos glicoesfingolipídeos foi realizada por HPTLC. As 
placas de HPTLC foram desenvolvidas em solvente 
clorofórmio:metanol:CaCl2 0,02% (60:40:9, v/v/v) e visibilizada 
após coloração com orcinol/H2SO4. T - fração total; CMH – 
monohexosilceramida; C – padrão de CMH; P.- padrão de Pb2/3. 
* - sacarose proveniente do gradiente que não foi 
eficientemente retirada. 
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Figura 10. Perfil de distribuição dos esteróis obtidos após 
re-centrifugação da fração 5 de P. brasiliensis, previamente 
incubada a 4°C ou a 37°C 
 A análise dos esteróis foi realizada após o 
desenvolvimento das placas de HPTLC em solvente 
clorofórmio:ácido acético:éter etílico (97:2,5:0,5, v/v/v) e 
visibilizadas após coloração com H2SO4 /sulfato de cobre.  
T - fração total; Erg – ergosterol; E – padrão de ergosterol. 
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Figura 11. Perfil de distribuição dos fosfolipídeos obtidos 
após re-centrifugação da fração 5 de P. brasiliensis, 
previamente incubada a 4°C ou a 37°C 
A análise dos fosfolipídeos foi realizada após o 
desenvolvimento das placas de HPTLC em solvente 
clorofórmio:metanol:metilamina 40% (65:35:10, v/v/v) e coradas 
com reagente Dittmer-Lester. 
T - fração total; F – padrão de fosfolipídeos contendo: PE – 
fosfatidiletanolamina; PC – fosfatidilcolina; PS – 
fosfetidilserina; PI – fosfatidilinositol. 
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Figura 12. Perfil de distribuição protéica das 12 frações 
obtidas após re-centrifugação da fração 5 de P. brasiliensis, 
previamente incubada a 4°C ou a 37°C 
 Para a análise protéica, foi realizada uma eletroforese em 
gel de poliacrilamida 8% em que, 25 μL de cada fração foram 
aplicados no gel. As proteínas foram visibilizadas após 
coloração com “Coomassie blue”.  
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1.3 Análise da distribuição de (glico)lipídeos e proteínas de 
microdomínios de membrana de P. brasiliensis isoladas em 
diferentes temperaturas 
 Para células de mamíferos, Simons et al. (1997) descreve o 
isolamento de microdomínios de membrana a 4°C e demonstra a 
solubilização completa desses microdomínios quando o 
experimento é realizado a 37°C. Com intuito de analisar se os 
microdomínios de membrana de fungos apresentam solubilidade 
similar àqueles isolados de células de mamíferos a 37°C, 
lisados de leveduras de P. brasiliensis foram incubados com 
Brij 98, ajustando-se o volume para obtenção de 1% de 
detergente, a 37°C. Os resultados mostraram o isolamento de 
domínios ricos em ergosterol e proteínas a essa temperatura. 
Esses dados nos levaram a realizar experimentos utilizando 
temperaturas mais elevadas como, 40°C e 45°C, para verificar a 
estabilidade e insolubilidade dos microdomínios a estas 
temperaturas. 
 Após o fracionamento por ultracentrifugação em gradiente 
de sacarose, realizou-se a análise do perfil de distribuição 
do ergosterol, por HPTLC, das amostras previamente tratadas 
com 1% de Brij 98 e, mantidas a 37°C, 40°C e 45°C. A análise 
das placas de HPTLC mostra que as membranas tratadas a 37°C 
(Figura 13A) apresentam um perfil semelhante de distribuição 
do ergosterol das membranas mantidas a 4°C (Figura 3B). 
Aumentando-se a temperatura para 40°C e 45°C, observa-se ainda 
presença de ergosterol nas frações de microdomínios de 
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membrana acompanhada de uma solubilização significativa desse 
esterol como detectado nas frações 10, 11 e 12 do gradiente 
(figuras 13B e 13C). Esses resultados sugerem a 
permissibilidade destas temperaturas para o isolamento de 
populações de membranas resistente ao tratamento com 
detergente (frações correspondentes a microdomínios). Tendo em 
vista estes resultados, realizou-se a análise protéica, 
através de SDS-PAGE, dos isolamento de microdomínios a 37°C, 
40°C e 45°C. Os resultados de SDS-PAGE obtidos após o 
isolamento dos microdomínios a 37°C, 40°C e 45°C (Figura 14) 
corroboram com o perfil de distribuição de ergosterol, 
indicando que microdomínios de membrana de leveduras de P. 
brasiliensis são mais estáveis ao tratamento com detergente em 
temperaturas acima de 4ºC do que aqueles descritos para 
células que não apresentam parede celular. 
 A análise por HPTLC dos GSLs das membranas mantidas a 40°C  
mostra um perfil de distribuição preferencial nas frações 
solúveis, sugerindo que os microdomínios enriquecidos em GSLs 
são mais susceptíveis a essa temperatura (Figura 15A). Para os 
fosfolipídeos (Figura 15B), foi observado perfil semelhante ao 
perfil das membranas mantidas a 4°C, e corroboram com a 
distribuição do ergosterol (Figura 15C).  
 74
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Perfil de distribuição dos esteróis após 
fracionamento em gradiente de sacarose do lisado de leveduras 
de P. brasiliensis incubados com Brij 98 a 37°C, 40°C e 45°C 
Leveduras de P. brasiliensis foram lisadas com pérolas de 
vidro, em temperatura ambiente, e o lisado foi incubado por 30 
minutos com 1% de Brij 98 a 37°C, 40°C ou 45°C. O lisado 
obtido foi submetido a uma ultracentrifugação em gradiente de 
sacarose e, frações de 1,0 mL foram coletadas do topo (fração 
1) em direção ao fundo (fração 12) do tubo. A análise dos 
esteróis foi realizada por HPTLC, a placa foi desenvolvida em 
solvente clorofórmio:ácido acético:éter etílico (97:2,5:0,5, 
v/v/v) e visibilizadas após coloração com H2SO4 /sulfato de 
cobre.  
T – fração total; Erg – ergosterol; E – padrão de ergosterol. 
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Figura 14. Perfil de distribuição protéica das 12 frações 
obtidas após ultracentrifugação em gradiente de sacarose do 
lisado de leveduras de P. brasiliensis previamente incubado 
com Brij 98 a 37°C, 40°C e 45°C 
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Figura 14. Perfil de distribuição protéica das 12 frações 
obtidas após ultracentrifugação em gradiente de sacarose do 
lisado de leveduras de P. brasiliensis previamente incubado 
com Brij 98 a 37°C, 40°C e 45°C 
 Eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, das 12 frações 
obtidas após o gradiente de sacarose. Foram aplicados 25 μL de 
cada fração, com exceção das frações 11 e 12 que se aplicou 
uma concentração 10 vezes menor. A visibilização das proteínas 
foi possível após a coloração dos géis com “Coomassie blue”. 
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Figura 15. Perfil de distribuição lipídica obtida após 
fracionamento em gradiente de sacarose do lisado de leveduras 
de P. brasiliensis incubados com Brij 98 a 40°C.  
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Figura 15. Perfil de distribuição lipídica obtida após 
fracionamento em gradiente de sacarose do lisado de leveduras 
de P. brasiliensis incubados com Brij 98 a 40°C.  
As leveduras de P. brasiliensis foram lisadas como 
descritas no esquema 1 e incubadas por 30 minutos com 1% de 
Brij 98 a 40°C. O lisado obtido foi submetido a uma 
ultracentrifugação em gradiente de sacarose e, a análise dos 
componentes lipídicos foi realizada por HPTLC desenvolvida em 
diferentes solventes.  
Painel A – Para análise dos (glico)esfingolipídeos, a 
cromatografia em placa de HPTLC foi desenvolvida em solvente 
clorofórmio:metanol:CaCl2 0,02% (60:40:9, v/v/v) e visibilizada 
após coloração com orcinol H2SO4. 
Painel B – O perfil dos fosfolipídeos obtidos após 
ultracentrifugação em gradiente de sacarose foi analisado após 
o desenvolvimento das placas de HPTLC em solvente 
clorofórmio:metanol:metilamina 40% (65:35:10, v/v/v) e coradas 
com reagente Dittmer-Lester. 
Painel C – A análise do ergosterol, a cromatografia em placa 
de HPTLC foi desenvolvida em solvente clorofórmio:ácido 
acético:éter etílico (97:2,5:0,5, v/v/v) e visibilizadas após 
coloração com H2SO4 /sulfato de cobre.  
CMH – monohexosilceramida; Erg – ergosterol; P – padrão de 
Pb2/3; C – padrão de CMH; F – padrão de fosfolipídeos 
contendo: PE – fosfatidiletanolamina; PC – fosfatidilcolina; 
PS – fosfatildilserina; PI – fosfatidilinisitol; T - fração 
total. 
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2. Efeito da metil-beta-ciclodextrina (mβCD) em leveduras de 
P. brasiliensis e H. capsulatum 
 Leveduras de P. brasiliensis e H. capsulatum foram 
inicialmente lavadas e mantidas em meio RPMI sem soro por 12 
horas e, após esse período, foram lavadas novamente e 
incubadas por 1 hora com mβCD (20 ou 40 mM) a 37°C. A curva de 
crescimento realizada após o tratamento com 40 mM de mβCD 
mostrou que as leveduras de P. brasiliensis e H. capsulatum, 
permaneciam viáveis após o tratamento.  
A análise dos componentes lipídicos foi realizada após o 
tratamento das leveduras com 40 mM de mβCD por 1 hora a 37°C. 
Após esse período, centrifugou-se as amostras, retirou-se o 
sobrenadante e os precipitados contendo as leveduras de P. 
brasiliensis e H. capsulatum foram novamente lavadas em PBS 
para a remoção de mβCD e submetidas à extração dos componentes 
lipídicos com isopropanol:hexano:água (55:20:25, v/v/v), para 
verificação da extração seletiva dos esteróis pela mβCD. A 
análise do material lipídico após cromatografia em placas de 
HPTLC em solventes específicos e posterior análise por 
densitometria das placas de HPTLC, mostrou a extração do 
ergosterol numa proporção de 80% para P. brasiliensis e 70% 
para H. capsulatum. Em contrapartida, os GIPCs não 
apresentaram redução significativa quando comparados com os 
controles nas duas espécies analisadas. O sobrenadante 
contendo mβCD também foi analisado, onde cada amostra foi 
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particionada com 1-butanol saturado com água e posteriormente 
seco sob fluxo de nitrogênio. A análise desse material foi 
realizada por cromatografia das placas de HPTLC nos solventes 
A e B. A figura 16A mostra que uma pequena concentração do 
ergosterol permaneceu nas leveduras (“pellet”), enquanto a 
maior parte dessa molécula pode ser recuperada no 
sobrenadante, confirmando que a mβCD é capaz de extrair 
eficientemente o ergosterol das membranas das leveduras. A 
análise dessa placa de HPTLC, mostrada na Figura 16A, mostra a 
presença de uma banda que migra abaixo do ergosterol, presente 
principalmente nas amostras contendo as leveduras (“pellet”), 
no entanto, sua composição ainda é desconhecida. Em 
contrapartida, apenas 8% dos GIPCs e 6% de Pb2/3 foram 
extraídos das membranas de H. capsulatum e P. brasiliensis, 
respectivamente, com tratamento com 40 mM de mβCD, como 
mostrado na figura 16B onde, a maior parte dos 
glicoesfingolipídeos apresenta-se no “pellet”, ou seja, na 
membrana das leveduras. Assim, esses dados sugerem a 
especificidade da ação desse agente para a extração do 
ergosterol da membrana. De acordo com esses resultados, para 
os experimentos subsquentes de isolamento de microdomínios de 
membrana de leveduras tratadas com mβCD utilizou-se a 
concentração de 40 mM, uma vez que essa concentração extrai 
eficientemente o ergosterol e mantem as leveduras viáveis.  
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Figura 16. Perfil dos esteróis e glicoesfingolipídeos que 
permaneceram nas leveduras de P. brasiliensis e H. capsulatum 
após o tratamento com metil-β-ciclodextrina (mβCD) 
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Figura 16. Perfil dos esteróis e glicoesfingolipídeos que 
permaneceram nas leveduras de P. brasiliensis e H. capsulatum 
após o tratamento com metil-β-ciclodextrina (mβCD) 
Leveduras de H. capsulatum e P. brasiliensis foram lavadas 
e incubadas com mβCD numa concentração de 20 e 40 mM, por 1 
hora a 37°C. Após esse período, as amostras foram 
centrifugadas e, o sobrenadante contendo a droga foi retirado 
e extraído com 1-butanol para a análise dos componentes 
lipídicos que foram retirados pela utilização da mβCD. O 
pellet, dessas duas espécies de leveduras, foi novamente 
lavado e, posteriormente, seus lipídeos foram extraídos com 
IPA/Hexano/Água (55:20:25, v/v/v), na intenção de verificar a 
eficiência de extração pela mβCD. 
Painel A – A cromatografia em placa de HPTLC foi desenvolvida 
em solvente clorofórmio:ácido acético:éter etílico 
(97:2,5:0,5, v/v/v) e visibilizadas após coloração com H2SO4 
/sulfato de cobre. 
Painel B – A análise dos glicoesfingolipídeos foi realizada 
através do desenvolvimento da cromatografia em placa de HPTLC 
em solvente clorofórmio:metanol:CaCl2 0,02% (60:40:9, v/v/v) e 
visibilizada após coloração com orcinol/H2SO4.   
P – padrão de Pb2/3; C: controle; Pellet: leveduras; 
Sobrenadante: componentes lipídicos retirados das leveduras 
após o tratamento com mβCD. 
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2.1 Efeito da mβCD em microdomínios de P. brasiliensis  
Leveduras de P. brasiliensis foram incubadas com 40 mM de 
mβCD em PBS por 1 hora a 37°C, como descrito no item 11 de 
Métodos. Em seguida, as leveduras foram novamente lavadas com 
PBS a 4°C e a fração de microdomínios de membrana foi isolada 
após a ultracentrifugação em gradiente de sacarose, como 
descrito no item 8 de Métodos. Experimentos controles foram 
realizados com leveduras nas mesmas condições omitindo-se a 
mβCD na preparação 
Análises dos componentes lipídicos demonstraram que a mβCD 
removeu eficientemente o ergosterol de membranas de leveduras 
de P. brasiliensis (Figura 17A), tendo sido observado que 
aproximadamente 25% dos glico(esfingo)lipídeos foram 
deslocados para as frações solúveis do gradiente (Figura 18A). 
Em contraste, não foram detectadas diferenças no perfil de 
distribuição dos fosfolipídeos nas diferentes frações em 
relação ao experimento controle (Figura 19A). A quantificação 
dos diferentes componentes lipídicos foi realizada por 
densitometria das placas de HPTLC e, mostradas nas Figuras 20A 
e 20B. 
A remoção do ergosterol da membrana celular de formas de 
levedura de P. brasiliensis, tem efeito no fracionamento das 
proteínas das presentes nos microdomínios de membrana, tendo 
sido observado um claro aumento de proteínas nas frações 
solúveis do gradiente (Figuras 21A e 21B). Esses dados foram 
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corroborados através de “Western blotting” utilizando 
anticorpo dirigido a proteína marcadora de microdomínios de 
membrana (Pma1p), uma vez que essa proteína desloca-se no 
gradiente, migrando das frações de microdomínios de membrana 
para as frações de proteínas solúveis do gradiente (Figuras 
21C e 21D). Por outro lado, com relação a gp 43, um 
exoantígeno secretado por P. brasiliensis, não foi observada 
nenhuma modificação marcante em sua distribuição nas 
diferentes frações obtidas de leveduras controle ou tratadas 
com mβCD (Figuras 21E e 21F).  
Leveduras de P. brasiliensis são capazes de se ligarem a 
proteínas de matriz extracelular. O reconhecimento de 
moléculas da superfície dessa levedura por anticorpos 
dirigidos contra integrinas de humanos pode ter valor 
especulativo na identificação de moléculas “integrina-like” na 
superfície desse fungo. Os resultados obtidos por “Western 
blotting”, utilizando-se um anticorpo anti-α-5-integrina de 
humanos, mostram uma forte reatividade do anticorpo com uma 
(glico)proteína de 50 kDa em leveduras de P. brasiliensis. Uma 
análise estrutural mais detalhada desta (glico)proteína deverá 
ser realizada para a caracterização desta molécula. A Figura 
22 mostra um “Western blotting” utilizando o anticorpo anti-α-
5-integrina que, reage fortemente com uma proteína de 50 kDa 
presente na fração 5, correspondente a fração de microdomínios 
de membrana, quando comparado com a fração solúvel (fração 12) 
desse gradiente. O tratamento das leveduras com mβCD mostra 
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claramente que não há deslocamento efetivo da proteína de 50 
kDa, da fração de microdomínio para fração solúvel do 
gradiente. Esses resultados indicam que essa proteína não 
depende do ergosterol para ser mantida nos microdomínios de 
membrana. 
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Figura 17. Perfil de distribuição dos esteróis após 
fracionamento por ultracentrifugação em gradiente de sacarose 
de lisado de leveduras de P. brasiliensis tratadas ou não com 
mβCD e posteriormente incubados com Brij 98 
 Leveduras de P. brasiliensis foram submetidas a um 
tratamento com mβCD, posteriormente lisadas com perolas de 
vidro. O lisado obtido foi incubado com Brij 98 por 30 minutos 
e ultracentrifugado em gradiente de sacarose. As 12 frações 
obtidas foram coletadas do topo para o fundo do tubo e as 
análises foram realizadas comparativamente com uma amostra 
controle (sem prévia incubação com mβCD). Análise de ergosterol 
foi realizada por HPTLC desenvolvida em solvente 
clorofórmio:éter etílico:ácido acético glacial (97:2,5:0,5, 
v/v/v) e corada com o reagente de sulfato de cobre. Painel A – 
leveduras tratadas com mβCD; Painel B – leveduras não tratadas 
com mβCD (controle); 
T - fração total; Erg – ergosterol; E – padrão de ergosterol. 
A 
Erg
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B
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Figura 18. Perfil de distribuição dos glicoesfingolipídeos 
após fracionamento por ultracentrifugação em gradiente de 
sacarose de lisado de leveduras de P. brasiliensis tratadas ou 
não com mβCD e posteriormente incubados com Brij 98 
 Leveduras de P. brasiliensis foram submetidas ao mesmo 
procedimento descrito na figura 15. Análises dos 
glicoesfingolipídeos foram realizadas por HPTLC desenvolvida 
em solvente clorofórmio:metanol:CaCl2 0,02% (60:40:9, v/v/v) e 
coradas com o reagente orcinol/H2SO4. Painel A – leveduras 
tratadas com mβCD; Painel B – leveduras não tratadas com mβCD 
(controle). T - fração total; C – padrão de CMH; P – padrão de 
Pb2/3; CMH – monohexosilceramida. 
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Figura 19. Perfil de fosfolipídeos após fracionamento por 
ultracentrifugação em gradiente de sacarose do lisado de 
leveduras de P. brasiliensis tratadas com mβCD e posteriormente 
incubadas com Brij 98 
 Leveduras de P. brasiliensis foram submetidas ao mesmo 
processo descrito na figura 15. Análises dos fosfolipídeos 
foram realizadas por HPTLC desenvolvida em solvente 
clorofórmio:metanol:metilamina 40% (65:35:10, v/v/v) e coradas 
com reagente Dittmer-Lester. Painel A – leveduras tratadas com 
mβCD; Painel B – leveduras não tratadas com mβCD (controle). 
T - fração total; F – padrão de fosfolipídeos contendo: PE – 
fosfatidiletanolamina; PC – fosfatidilcolina; PS – 
fosfetidilserina; PI – fosfatidilinositol. 
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Figura 20. Quantificação dos componentes lipídicos de P. 
brasiliensis distribuídos nas 12 frações obtidas após 
ultracentrifugação em gradiente de sacarose de amostras de P. 
brasiliensis tratadas ou não com mβCD 
 Os componentes lipídicos (Pb-2/3, CMH, esteróis e 
fosfolipídeos), presentes nas 12 frações obtidas após 
ultracentrifugação em gradiente de sacarose do lisado de 
leveduras de P. brasiliensis controle ou tratados previamente 
com mβCD, foram quantificados por densitometria das placas de 
HPTLC mostradas nas figuras 15, 16 e 17. 
Painel A – leveduras tratadas com mβCD; Painel B – leveduras 
não tratadas com mβCD (controle). 
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Figura 21. Western blotting utilizando-se as 12 frações 
obtidas após a ultracentrifugação em gradiente de sacarose do 
lisado de leveduras de P. brasiliensis tratado ou não com mβCD 
e posteriormente incubado com Brij 98 
 O mesmo volume de amostra (25 μl) das frações 1–10 e um 
volume 10 vezes menor a esse das frações 11 e 12 foram 
submetidas à SDS-PAGE 8% e “Western bloting”, como segue: 
Painel A – SDS-PAGE das proteínas obtidas após o fracionamento 
utilizando leveduras não tratadas com mβCD (fracionamento 
controle); Painel B – SDS-PAGE das proteínas obtidas após o 
fracionamento utilizando leveduras tratadas com mβCD 
(fracionamento tratado); Painel C – “Western bloting” do 
fracionamento controle, utilizando a anticorpo policlonal 
dirigido contra a proteína Pma1p (100 kDa); Painel D – 
“Western bloting” do fracionamento tratado, utilizando o 
anticorpo anti-Pma1p; Painel E - “Western bloting” do 
fracionamento controle, utilizando o anticorpo monoclonal 
dirigido contra a glicoproteína gp43; Painel F – “Western 
bloting” do fracionamento tratado com mβCD, utilizando o 
anticorpo monoclonal dirigido contra a glicoproteína gp43. 
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Figura 22. Western blotting utilizando-se fração insolúvel 
(fração 5) e solúvel (fração 12) obtidas após a 
ultracentrifugação em gradiente de sacarose do lisado de 
leveduras de P. brasiliensis tratados ou não com mβCD e 
posteriormente incubado com Brij 98 
 O mesmo volume de amostra (25 μl) das frações 5 e 12 foram 
submetidas à SDS-PAGE 8% e transferidas para membrana PVDF, a 
qual foi incubada com anticorpo anti-α-5-integrina de humano. 
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3. “Binding” de laminina com proteínas de P. brasiliensis 
obtidas após o fracionamento em gradiente de sacarose de 
amostras previamente tratadas ou não com mβCD. 
 Uma vez que a etapa inicial para a infecção por P. 
brasiliensis deve estar associada a interação deste fungo com 
a matriz extracelular, a localização de (glico)proteínas, de 
P. brasiliensis fracionadas em gradiente de sacarose, capazes 
de se ligarem a laminina foi analisada por “Western blotting”. 
 Para realização do experimento dois fracionamentos foram 
utilizados, um fracionamento controle, em que o lisado de P. 
brasiliensis foi ultracentrifugado em gradiente de sacarose 
sem tratamento prévio das leveduras com mβCD, e outro em que 
as leveduras foram previamente incubadas com mβCD. Em ambos 
experimentos os fungos foram lavados com PBS e lisados com 
pérolas de vidro. No experimento controle foi detectada uma 
forte marcação da proteína de 30 kDa, localizada 
preferencialmente na fração 5 ou fração de microdomínio. Já 
para as leveduras tratadas com mβCD, observou-se um 
deslocamento dessa marcação para as frações solúveis do 
gradiente (Figura 23). Esses resultados mostram a presença da 
proteína de 30 kDa nas frações de microdomínios de membrana, 
bem como, a importância do ergosterol na manutenção dos 
microdomínios em que esta proteína de 30 kDa está inserida.  
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Figura 23. Binding da proteína laminina com proteínas obtidas 
após o gradiente de sacarose de leveduras de P. brasiliensis 
tratadas ou não com mβCD 
 Leveduras de P. brasiliensis tratadas ou não com mβCD 
foram lisadas com pérolas de vidro e posteriormente incubadas 
com 1% Brij 98, por 30 minutos. Após esse período, o lisado 
foi submetido ao gradiente de sacarose e, as frações obtidas 
foram aplicadas em gel de poliacrilamida de 8% e 
posteriormente transferidas para membranas de PVDF. Essas 
membranas foram inicialmente bloqueadas com leite 10% em BSA 
1% em TBS e, posteriormente lavadas e incubadas com laminina 
(30 μg/mL) em BSA 1% em TBS, por 1 hora sob agitação. Depois 
desse período as membranas foram lavadas 4 vezes e, incubadas 
com anticorpo anti-laminina por 2 horas. Na etapa final, após 
a lavagem das membranas, as mesmas foram incubadas com o 
anticorpo secundário conjugado com estreptoavidina-peroxidase. 
a. Proteína de 30 kDa. 
Painel A – leveduras não tratadas com mβCD (controle); 
Painel B – leveduras tratadas com mβCD. 
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Os resultados obtidos sobre a presença de microdomínios de 
membrana de P. brasiliensis nos conduziram a estender os 
estudos para outros fungos patogênicos. Nesta tese, escolhemos 
H. capsulatum, uma vez que as duas espécies fazem parte da 
mesma família, apresentando-se como fungos dimórficos e com 
mecanismos de transmissão e infecção similares. Essas 
características favorecem a determinação de um paralelo entre 
composição e função dos microdomínios nestas duas espécies. 
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4. Análise da distribuição de (glico)lipídeos e proteínas dos 
microdomínios de membrana de H. capsulatum  
 Os mesmos experimentos, realizados para identificação e 
caracterização de microdomínios de membranas em P. 
brasiliensis, foram realizados também com leveduras de H. 
capsulatum.  
Por HPTLC nos solventes A, B e C, verificou-se nas frações 
5 e 6 o enriquecimento de glicoesfingolipídeos (Figura 24A), 
ergosterol (Figura 24B) e fosfolipídeos (Figura 24C). Esses 
resultados indicam que os microdomínios estão localizados nas 
frações 5 e 6 do gradiente de sacarose. A quantificação dos 
diferentes componentes lipídicos foi realizada por 
densitometria das placas de HPTLC. Aproximadamente 25%, 41% e 
34%, dos glicoesfingolipídeos, ergosterol e fosfolipídeos 
(Figura 25), respectivamente, estavam presentes nas frações de 
microdomínios de membrana. Do total de 34% de fosfolipídeos 
isolados nas frações de microdomínios de membrana, 
fosfatidiletanolamina (PE) representa 15%, fosfatidilserina 
(PS) representa 13% e fosfatidilinositol (PI) representa 6%. 
 As frações 1-12 foram analisadas por eletroforese em gel 
de poliacrilamida 8% e, posteriormente coradas com “Coomassie 
blue”, a quantificação das proteínas presentes nas diferentes 
frações está mostrada na Figura 26A. Corroborando com os 
resultados obtidos para a distribuição dos componentes 
lipídicos, observou-se o enriquecimento das frações 5 e 6 do 
gradiente, de duas populações de proteínas com massa molecular 
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de 30 kDa (indicada por a) e 50-55 kDa (indicada por b) 
(Figura 26B). Os resultados obtidos por “Western blotting”, 
utilizando o anticorpo anti-Pma1p, proteína marcadora de 
microdomínios de membranas de fungos, mostra uma forte 
marcação que pode ser visibilizada nas frações 5 e 6 do 
gradiente de sacarose (Figura 27). Este conjunto de dados, o 
enriquecimento dos diferentes componentes (glico)lipídicos e 
proteínas, em particular de Pma1p, nos permite concluir que os 
microdomínios de membrana das formas de leveduras de H. 
capsulatum está presente nas frações 5 e 6 do gradiente de 
sacarose. 
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Figura 24. Perfil de distribuição lipídica obtida após 
fracionamento em gradiente de sacarose de lisado de leveduras 
de H. capsulatum incubados com Brij 98 
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Figura 24. Perfil de distribuição lipídica obtida após 
fracionamento em gradiente de sacarose de lisado de leveduras 
de H. capsulatum incubados com Brij 98 
Leveduras de H. capsulatum foram lisadas com pérolas de 
vidro e incubadas por 30 minutos com Brij 98 a 4°C. O lisado 
obtido foi submetido a uma ultracentrifugação em gradiente de 
sacarose e, frações de 1,0 mL foram coletadas do topo (fração 
1) em direção ao fundo (fração 12) do tubo. A análise dos 
componentes lipídicos foi realizada por HPTLC e desenvolvida 
em diferentes solventes.  
Painel A – Para análise dos glicoesfingolipídeos, a 
cromatografia em placa de HPTLC foi desenvolvida em solvente 
clorofórmio:metanol:CaCl2 0,02% (60:40:9, v/v/v) e visibilizada 
após coloração com orcinol/H2SO4. 
Painel B – A análise do ergosterol, a cromatografia em placa 
de HPTLC foi desenvolvida em solvente clorofórmio:ácido 
acético:éter etílico (97:2,5:0,5, v/v/v) e visibilizadas após 
coloração com H2SO4 /sulfato de cobre.  
Painel C – O perfil dos fosfolipídeos obtidos após 
ultracentrifugação em gradiente de sacarose foi analisado após 
o desenvolvimento das placas de HPTLC em solvente 
clorofórmio:metanol:metilamina 40% (65:35:10, v/v/v) e coradas 
com reagente Dittmer-Lester. 
CMH – monohexosilceramida; GIPC – glicoinositol 
fosforilceramida; Erg – ergosterol; T - fração total; P – 
padrão de Pb2/3; C – padrão de CMH; E – padrão de ergosterol; 
F – padrão de fosfolipídeos contendo: PE – 
fosfatidiletanolamina; PC – fosfatidilcolina; PS – 
fosfatildilserina; PI – fosfatidilinositol;. 
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Figura 25. Quantificação dos componentes lipídicos de H. 
capsulatum distribuídos nas 12 frações obtidas após 
ultracentrifugação em gradiente de sacarose 
 Os componentes lipídicos (GIPCs, CMH, esteróis e 
fosfolipídeos), presentes nas 12 frações obtidas após 
ultracentrifugação em gradiente de sacarose do lisado de H. 
capsulatum, foram quantificados por densitometria das placas 
de HPTLC mostradas na figura 23. 
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Figura 26. Perfil de distribuição protéica das 12 frações 
obtidas após ultracentrifugação em gradiente de sacarose do 
lisado de leveduras de H. capsulatum previamente incubado com 
Brij 98 
Painel A – Perfil de distribuição protéica obtida a partir da 
dosagem, de cada fração obtida após ultracentrifugação em 
gradiente de sacarose do lisado de levedura, utilizando-se o 
Kit Micro BCA (Sigma).   
Painel B – Eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, das 12 
frações obtidas após o gradiente de sacarose. Foram aplicados 
no gel um volume de 25 μL nas frações de 1–10 e nas frações 11 
e 12 um volume dez vezes menor a este. Os componentes 
protéicos foram visibilizados após coloração com Coomassie 
blue.  
a. Proteína de 30 kDa; b. Dublete de 50 kDa. 
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Figura 27. “Western blotting” utilizando-se as 12 frações 
obtidas após a ultracentrifugação em gradiente de sacarose do 
lisado de leveduras de H. capsulatum incubado com Brij 98 
 O mesmo volume de amostra (25 μl) das frações 1 – 10 e um 
volume 10 vezes menor a esse das frações 11 e 12 foram 
submetidas à SDS-PAGE 8% e transferidas para membrana PVDF, a 
qual foi incubada com o anticorpo policlonal dirigido contra 
Pma1p, uma proteína de 100 kDa, caracterizada como marcadora 
de microdomínios de membrana de fungos. 
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4.1 Perfil de distribuição das proteínas de membrana de H. 
capsulatum após isolamento dos microdomínios de membrana 
 O fracionamento em gradiente de sacarose da fração 
enriquecida em membranas de leveduras de H. capsulatum (vide 
item 9 de Métodos), mostra um enriquecimento de proteínas nas 
frações 5 e 6 (frações de microdomínios) (Figura 28A). Cabe 
salientar que esse experimento mostra também que, nas frações 
5 e 6 observa-se um enriquecimento de proteínas com massa 
molecular de 30 kDa (indicado pela letra a) e 50-55 kDa 
(indicado pela letra b) em relação as frações 10, 11 e 12 
(frações solúveis) (Figura 28B). Como este fracionamento 
apresenta apenas proteínas de membrana, é possível uma 
comparação mais precisa entre as proteínas que compõem as 
frações de microdomínios de membrana e aquelas “não-rafts” ou 
não pertencentes aos DRMs.  
As eletroforeses bidimensionais, realizada com amostras 
das frações 5 e 12 do gradiente de sacarose, mostram o 
enriquecimento da fração de microdomínios em algumas 
proteínas, principalmente proteínas com pesos moleculares de 
30, 50 e 55 kDa (Figura 29; setas vermelhas), quando comparado 
com a fração solúvel do gradiente. Em contraste, a fração 12, 
correspondente a fração solúvel do gradiente, mostra o 
enriquecimento de uma população de proteínas com massas 
moleculares que variam de 72 a 95 kDa (Figura 29; retângulo 
amarelo). Os resultados obtidos por uma combinação de 
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separação por peso molecular e pI permitiu uma visualização 
mais clara das diferentes proteínas presentes na fração de 
microdomínio e na fração solúvel, possibilitando uma  
comparação qualitativa e quantitativa entre as proteínas 
presentes nos microdomínios de membrana e àquelas presentes em 
membranas “não-rafts”.  
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Figura 28. Perfil de distribuição de proteínas de membrana de 
H. capsulatum obtidas após ultracentrifugação em gradiente de 
sacarose 
 Membranas isoladas após ultracentrifugação do lisado de 
leveduras a 100.000 x g, foram submetidas a uma segunda 
ultracentrifugação (135.000 x g) em gradiente de sacarose para 
o isolamento dos microdomínios de membrana. Doze frações foram 
coletadas do topo até o fundo do tubo e analisadas como 
descrito abaixo.  
Painel A – Perfil de distribuição protéica obtido a partir da 
dosagem de cada fração obtida após ultracentrifugação em 
gradiente de sacarose do lisado de levedura, utilizando-se o 
Kit Micro BCA (Sigma). Painel B – Eletroforese em gel de 
poliacrilamida 8%, das 12 frações obtidas após o gradiente de 
sacarose. 
 a. Proteína de 30 kDa; b. Dublete de 50 kDa. 
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Figura 29. Perfil de distribuição das proteínas de membrana de 
H. capsulatum obtidas após ultracentrifugação em gradiente de 
sacarose e submetidas a eletroforese bidimensional 
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Figura 29. Perfil de distribuição das proteínas de membrana de 
H. capsulatum obtidas após ultracentrifugação em gradiente de 
sacarose e submetidas a eletroforese bidimensional 
 Membranas isoladas após ultracentrifugação do lisado de 
leveduras a 100.000 x g por 1 hora, foram submetidas a uma 
segunda ultracentrifugação (135.000 x g) em gradiente de 
sacarose para o isolamento dos microdomínios de membrana. Doze 
frações foram coletadas do topo até o fundo do tubo e as 
frações 5 e 12 foram submetidas a eletroforese bidimensional. 
Inicialmente as amostras foram focalizadas isoeletricamente 
para separação das proteínas pelo pI e, posteriormente 
desenvolvidas em gel de poliacrilamida 12%. 
Setas vermelhas – proteínas enriquecidas nos microdomínios de 
membrana (30, 50 e 55 kDa). 
Retângulo amarelo – proteínas enriquecidas na fração solúvel 
(fração 12). 
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4.2. Análise da distribuição de (glico)lipídeos e proteínas de 
H. capsulatum após re-centrifugação da fração de microdomínio 
(fração 5) 
 O mesmo procedimento adotado para verificar a 
especificidade dos componentes dos microdomínios de membrana 
de P. brasiliensis após re-centrifugação em gradiente de 
sacarose, foi realizado para amostras de microdomínios de 
membrana de H. capsulatum. Após o primeiro fracionamento em 
gradiente de sacarose do lisado de H. capsulatum, a fração 5, 
correspondente a fração de microdomínios, foi submetida a re-
fracionamento em gradiente de sacarose a 4°C e a 37°C. Após 
re-fracionamento em gradiente de sacarose a 4°C, não foi 
detectada modificação na localização dos glicoesfingolipídeos 
(Figura 30), ergosterol (Figura 31) e fosfolipídeos (Figura 
32) no gradiente de sacarose. Por SDS-PAGE verifica-se que a 
maior parte das proteínas presentes na fração 5 permanecem nas 
frações de microdomínios, com exceção de uma proteína de 50 
kDa que se desloca para fração solúvel do gradiente (Figura 
34). Esses dados sugerem que quase a totalidade dos 
componentes (glico)lipídicos e protéicos permanecem como 
constituintes de microdomínios de membrana, após re-
fracionamento a 4°C 
Em contrapartida, para a amostra incubada com Brij 98 a 
37°C, o perfil do fracionamento mostrou o deslocamento dos 
componentes dos microdomínios de membrana para as frações 
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solúveis do gradiente: glicoesfingolipídeos (Figura 30), 
ergosterol (Figura 31), fosfolipídeos (Figura 32) e proteínas 
(Figura 33).  
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Figura 30. Perfil de distribuição dos glicoesfingolipídeos 
obtidos após re-centrifugação da fração 5 de H. capsulatum, 
previamente incubada a 4°C ou a 37°C 
Após o primeiro isolamento dos microdomínios de membrana, 
amostras da fração 5 foram re-centrifugadas em gradiente de 
sacarose, depois de terem sido incubadas por 30 minutos a 4°C 
ou a 37°C. Doze frações foram obtidas após esse gradiente e a 
análise dos glicoesfingolipídeos foi realizada por HPTLC. As 
placas de HPTLC foram desenvolvidas em solvente 
clorofórmio:metanol:CaCl2 0,02% (60:40:9, v/v/v) e visibilizada 
após coloração com orcinol/H2SO4.  
T - fração total; GIPCs – glicoinositol fosforilceramida;  
CMH – monohexosilceramida P – padrão de Pb2/3; C – padrão de 
CMH. 
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Figura 31. Perfil de distribuição dos esteróis obtidos após 
re-centrifugação da fração 5 de H. capsulatum, previamente 
incubada a 4°C ou a 37°C 
A análise dos esteróis foi realizada após o desenvolvimento 
das placas de HPTLC em solvente clorofórmio:ácido acético:éter 
etílico (97:2,5:0,5, v/v/v) e visibilizadas após coloração com 
H2SO4 /sulfato de cobre.  
T - fração total; Erg – ergosterol; E – padrão de ergosterol. 
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Figura 32. Perfil de distribuição dos fosfolipídeos obtidos 
após re-centrifugação da fração 5 de H. capsulatum, 
previamente incubada a 4°C ou a 37°C 
A análise dos fosfolipídeos foi realizada após o 
desenvolvimento das placas de HPTLC em solvente 
clorofórmio:metanol:metilamina 40% (65:35:10, v/v/v) e coradas 
com reagente Dittmer-Lester.  
T - fração total; F – padrão de fosfolipídeos contendo:  
PE – fosfatidiletanolamina; PC – fosfatidilcolina;  
PS – fosfetidilserina; PI – fosfatidilinositol. 
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Figura 33. Perfil de distribuição protéica das 12 frações 
obtidas após re-centrifugação da fração 5 de H. capsulatum, 
previamente incubada a 4°C ou a 37°C 
Após o primeiro isolamento dos microdomínios de membrana, 
amostras da fração 5 foram re-centrifugadas, depois de terem 
sido incubadas por 30 minutos a 4°C ou a 37°C, em gradiente de 
sacarose. Doze frações foram obtidas após esse gradiente, 
então, para a análise protéica, foi realizada uma eletroforese 
em gel de poliacrilamida 8% em que, 25 μL de cada fração foram 
aplicados no gel. As proteínas foram visibilizadas após 
coloração com “Coomassie Blue”.  
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4.3 Análise da distribuição de (glico)lipídeos e proteínas de 
microdomínios de membrana de H. capsulatum isoladas em 
diferentes temperaturas 
A estabilidade dos microdomínios de membrana de H. 
capsulatum a 37°, 40°C e 45°C foi analisada e processada como 
descrito no item 10 de Métodos. A análise da distribuição de 
ergosterol (Figura 34) foi realizada por HPTLC, sugerindo que 
os microdomínios de membrana, ricos em ergosterol, ainda 
estariam presentes na membrana, mesmo a 37°C, 40°C e 45°C 
(Figura 34). Para as membranas mantidas a 37°C (Figura 34A), 
observou-se um perfil semelhante de distribuição do ergosterol 
quando comparado ao isolamento a 4°C (Figura 24B). No entanto, 
a 40°C e 45°C, apesar de ser possível visualizar a presença de 
ergosterol nos microdomínios, evidencia-se uma maior 
concentração desse lipídeo nas frações solúveis do gradiente, 
sugerindo uma parcial solubilização dos microdomínios de 
membranas de H. capsulatum a estas temperaturas (Figura 34B e 
C).  
Os resultados de SDS-PAGE obtidos após o isolamento dos 
microdomínios a 37°C, 40°C e 45°C, mostram a detecção de 
proteínas nessas frações a 37°C. No entanto, a 40°C e 45°C 
verifica-se a solubilização/redução das proteínas presentes 
nas frações correspondentes aos DRMs (Figura 35). 
A análise por HPTLC mostrou a presença, a 40ºC, de GSLs 
(Figura 36A), ergosterol (figura 36B) e fosfolipídeos (Figura 
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36C) nas frações de DRMs. Este conjunto de resultados permite 
concluir a 37ºC ainda e possível isolar DRMs em formas de 
levedura de H. capsulatum.  
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Figura 34. Perfil de distribuição dos esteróis após 
fracionamento em gradiente de sacarose do lisado de leveduras 
de H. capsulatum incubados com Brij 98 a 37°, 40° e 45°C 
Leveduras de H. capsulatum foram lisadas com pérolas de vidro, 
em temperatura ambiente, e o lisado foi incubado por 30 
minutos com Brij 98 a 37°C, 40°C ou 45°C. O lisado obtido foi 
submetido a uma ultracentrifugação em gradiente de sacarose e, 
frações de 1,0 mL foram coletadas do topo (fração 1) em 
direção ao fundo (fração 12) do tubo. A análise dos esteróis 
foi realizada por HPTLC, a placa foi desenvolvida em solvente 
clorofórmio:ácido acético:éter etílico (97:2,5:0,5, v/v/v) e 
visibilizadas após coloração com o reagente Sulfato de cobre. 
E – padrão de ergosterol; Erg – ergosterol. 
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Figura 35. Perfil de distribuição protéica das 12 frações 
obtidas após ultracentrifugação em gradiente de sacarose do 
lisado de leveduras de H. capsulatum previamente incubado com 
Brij 98 a 37°C, a 40°C e a 45°C 
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Figura 35. Perfil de distribuição protéica das 12 frações 
obtidas após ultracentrifugação em gradiente de sacarose do 
lisado de leveduras de H. capsulatum previamente incubado com 
Brij 98 a 37°C, a 40°C e a 45°C 
Eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, das 12 frações 
obtidas após o gradiente de sacarose. Foram aplicados 25 μL de 
cada fração, com exceção das frações 11 e 12 que se aplicou 
uma concentração 10 vezes menor. 
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Figura 36. Perfil de distribuição lipídica obtida após 
fracionamento em gradiente de sacarose do lisado de leveduras 
de H. capsulatum incubados com Brij 98 a 40°C 
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Figura 36. Perfil de distribuição lipídica obtida após 
fracionamento em gradiente de sacarose do lisado de leveduras 
de H. capsulatum incubados com Brij 98 a 40°C.  
Leveduras de H. capsulatum foram lisadas com pérolas de 
vidro e incubadas por 30 minutos com Brij 98 a 37°C. O lisado 
obtido foi submetido a uma ultracentrifugação em gradiente de 
sacarose e, 12 frações foram obtidas. A análise dos 
componentes lipídicos foi realizada por HPTLC e desenvolvida 
em diferentes solventes.  
Painel A – Para análise dos glicoesfingolipídeos, a 
cromatografia em placa de HPTLC foi desenvolvida em solvente 
clorofórmio:metanol:CaCl2 0,02% (60:40:9, v/v/v) e visibilizada 
após coloração com orcinol/H2SO4. 
Painel B – O perfil dos fosfolipídeos obtidos após 
ultracentrifugação em gradiente de sacarose foi analisado após 
o desenvolvimento das placas de HPTLC em solvente 
clorofórmio:metanol:metilamina 40% (65:35:10, v/v/v) e coradas 
com reagente Dittmer-Lester. 
Painel C – Para análise do ergosterol, a cromatografia em 
placa de HPTLC foi desenvolvida em solvente clorofórmio:ácido 
acético:éter etílico (97:2,5:0,5, v/v/v) e visibilizadas após 
coloração com H2SO4 /sulfato de cobre.  
CMH – monohexosilceramida; GIPC – glicoinositol 
fosforilceramida; Erg – ergosterol; T - fração total; P – 
padrão de Pb2/3; C – padrão de CMH; E – padrão de ergosterol; 
F – padrão de fosfolipídeos contendo: PE – 
fosfatidiletanolamina; PC – fosfatidilcolina; PS – 
fosfatildilserina; PI – fosfatidilinositol;. 
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5. Efeito da mβCD em microdomínios de H. capsulatum  
 Leveduras de H. capsulatum foram tratadas com mβCD como 
descrito no item 11 de Métodos. O tratamento com mβCD, removeu 
aproximadamente 72% do ergosterol da membrana plasmática das 
leveduras (Figura 37A), e aproximadamente 20% dos 
glico(esfingo)lipídeos (Figura 38B) foram deslocados para as 
frações solúveis em relação ao controle não tratado com mβCD 
(Figura 37B e 38B). Por outro lado, após o tratamento das 
leveduras com mβCD, não foram observadas mudanças 
significativas no perfil de distribuição de fosfolipídeos 
(Figura 39A) quando comparados ao experimento controle (Figura 
39B). Esses resultados indicam que a ausência de ergosterol 
não representa um fator limitante para que GSLs e 
fosfolipídeos formem microdomínios na membrana plasmática de 
leveduras de H. capsulatum. A concentração dos componentes 
lipídicos das diferentes frações do gradiente de sacarose foi 
realizada por densitometria das placas de HPTLC, comparando-se 
os experimentos com leveduras tratadas com mβCD (Figura 40A) 
com experimento de leveduras não tratadas com mβCD (Figura 
40B). 
 Por SDS-PAGE observou-se que a remoção do ergosterol levou 
a uma modificação no perfil do fracionamento de proteínas. Em 
comparação com leveduras não tratadas com mβCD (Figura 41A), 
observa-se uma redução de 45% das proteínas nas frações 5 e 6 
do experimento utilizando-se leveduras tratadas com mβCD 
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(Figura 41B) Os resultados, de “Western blotting” mostram que 
a remoção do ergosterol leva a uma modificação significativa 
do perfil de fracionamento de Pma1p. Comparando-se o perfil de 
distribuição da proteína Pma1p nas frações 5 e 6 do 
experimento realizado com leveduras controle (Figura 41C) com 
o experimento utilizando leveduras tratadas com mβCD (Figura 
41D), observa-se o deslocamento dessa proteína marcadora de 
microdomínios de fungos para as frações solúveis do gradiente. 
No entanto, outras proteínas são resistentes a este 
tratamento. 
A Figura 42 mostra por “Western blotting”, a reatividade 
de um anticorpo anti-α-5-integrina com uma proteína de 50 kDa 
presente majoritariamente na fração 5 do gradiente de 
sacarose, quando comparado com a fração solúvel (fração 12) 
desse gradiente. O tratamento das leveduras com mβCD mostra 
claramente que não há deslocamento efetivo da proteína de 50 
kDa, da fração de microdomínio, para fração solúvel do 
gradiente, sugerindo que essa proteína não depende de 
ergosterol para ser mantida nos microdomínios de membrana 
(Figura 42). 
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Figura 37. Perfil de distribuição dos esteróis após 
fracionamento por ultracentrifugação em gradiente de sacarose 
de lisado de leveduras de H. capsulatum tratadas ou não com 
mβCD e posteriormente incubados com Brij 98 
Leveduras de H. capsulatum foram submetidas a um tratamento 
com mβCD e, posteriormente lisadas com perolas de vidro. O 
lisado obtido foi incubado com Brij 98 por 30 minutos e 
ultracentrifugado em gradiente de sacarose. As 12 frações 
obtidas foram coletadas do topo para o fundo do tubo e as 
análises foram realizadas comparativamente com uma amostra 
controle (sem prévia incubação com mβCD). Análise de ergosterol 
foi realizada por HPTLC desenvolvida em solvente 
clorofórmio:éter etílico:ácido acético glacial (97:2,5:0,5, 
v/v/v) e corada com o reagente de sulfato de cobre.  
Painel A – leveduras tratadas com mβCD; Painel B – leveduras 
não tratadas com mβCD (controle). 
T - fração total; Erg – ergosterol; E – padrão de ergosterol. 
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Figura 38. Perfil de distribuição dos glicoesfingolipídeos 
após fracionamento por ultracentrifugação em gradiente de 
sacarose de lisado de leveduras de H. capsulatum tratadas ou 
não com mβCD e posteriormente incubados com Brij 98 
Análises dos glicoesfingolipídeos foram realizadas por HPTLC 
desenvolvida em solvente clorofórmio:metanol:CaCl2 0,02% 
(60:40:9, v/v/v) e coradas com o reagente orcinol/H2SO4.  
Painel A – leveduras tratadas com mβCD; Painel B – leveduras 
não tratadas com mβCD (controle). 
T - fração total; C – padrão de CMH; P – padrão de Pb2/3; 
GIPCs – glicoinositol fosforilceramida; CMH – 
monohexosilceramida. 
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Figura 39. Perfil de fosfolipídeos após fracionamento por 
ultracentrifugação em gradiente de sacarose do lisado de 
leveduras de H.capsulatum tratadas com mβCD e posteriormente 
incubadas com Brij 98 
Análises dos fosfolipídeos foram realizadas por HPTLC 
desenvolvida em solvente clorofórmio:metanol:metilamina 40% 
(65:35:10, v/v/v) e coradas com reagente Dittmer-Lester. 
Painel A – leveduras tratadas com mβCD; Painel B – leveduras 
não tratadas com mβCD (controle). 
 T - fração total; F – padrão de fosfolipídeos contendo:  
PE – fosfatidiletanolamina; PC – fosfatidilcolina;  
PS – fosfetidilserina; PI – fosfatidilinositol. 
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Figura 40. Quantificação dos componentes lipídicos de H. 
capsulatum distribuídos nas 12 frações obtidas após 
ultracentrifugação em gradiente de sacarose de amostras de 
H.capsulatum tratadas ou não com mβCD 
Os componentes lipídicos (GIPCs, CMH, esteróis e 
fosfolipídeos), presentes nas 12 frações obtidas após 
ultracentrifugação em gradiente de sacarose do lisado de 
H.capsulatum controle ou tratados previamente com mβCD, foram 
quantificados por densitometria das placas de HPTLC mostradas 
nas figuras 35, 36 e 37. 
Painel A – leveduras tratadas com mβCD; Painel B – leveduras 
não tratadas com mβCD (controle). 
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Figura 41. “Western blotting” utilizando-se as 12 frações 
obtidas após a ultracentrifugação em gradiente de sacarose do 
lisado de leveduras de H.capsulatum tratados ou não com mβCD e 
posteriormente incubado com Brij 98 
O mesmo volume de amostra (25 μl) das frações 1–10 e um volume 
10 vezes menor a esse das frações 11 e 12 foram submetidas à 
SDS-PAGE 8% e transferidas para membrana PVDF, a qual foi 
incubada com o anticorpo policlonal dirigido contra Pma1p, uma 
proteína caracterizada como marcadora de microdomínios de 
membrana de fungos (100 kDa). Painel A – SDS-PAGE das 
proteínas obtidas após o fracionamento utilizando leveduras 
não tratadas com mβCD (fracionamento controle); Painel B – 
SDS-PAGE das proteínas obtidas após o fracionamento utilizando 
leveduras tratadas com mβCD (fracionamento tratado); Painel C 
– “Western bloting”.do fracionamento controle, utilizando a 
anticorpo policlonal dirigido contra a proteína Pma1p (100 
kDa); Painel D – “Western bloting” do fracionamento tratado, 
utilizando o anticorpo anti-Pma1p. 
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Figura 42. Western blotting utilizando-se fração solúvel 
(fração 5) e insolúvel (fração 12) obtidas após a 
ultracentrifugação em gradiente de sacarose do lisado de 
leveduras de H. capsulatum tratados ou não com mβCD e 
posteriormente incubado com Brij 98 
 O mesmo volume de amostra (25 μl) das frações 5 e 12 foram 
submetidas à SDS-PAGE 8% e transferidas para membrana PVDF, a 
qual foi incubada com anticorpo anti-α-5-integrina. 
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6. Binding da laminina com proteínas de H. capsulatum obtidas 
após o fracionamento em gradiente de sacarose de amostras 
tratadas previamente ou não com mβCD 
 O mesmo procedimento descrito para o “binding” da laminina 
com proteínas de P. brasiliensis, foi realizado com proteínas 
obtidas de leveduras de H. capsulatum, tratadas ou não com 
mβCD e, posteriormente submetidas ao fracionamento em 
gradiente de sacarose. Em leveduras de H. capsulatum não 
tratadas com mβCD, observou-se a ligação da laminina a uma 
proteína de aproximadamente 30 kDa que, aparentemente está 
mais concentrada nas frações de microdomínio (frações 5 e 6). 
O mesmo experimento realizado com leveduras de H. capsulatum 
tratadas com mβCD revelou um deslocamento da proteína de 30 
kDa das frações de microdomínios (Figura 43A), para as frações 
solúveis do gradiente (Figura 43B), observando-se a detecção 
dessa proteína até a fração 12 das leveduras tratadas com 
mβCD. Esse resultado sugere a importância do ergosterol para a 
manutenção desta população de microdomínio.  
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Figura 43. “Binding” da proteína laminina com proteínas 
obtidas após o gradiente de sacarose de leveduras de H. 
capsulatum tratadas ou não com mβCD 
Leveduras de H. capsulatum tratadas ou não com mβCD foram 
lisadas com pérolas de vidro e posteriormente incubadas com 1% 
de Brij 98, por 30 minutos. Após esse período, o lisado foi 
submetido ao gradiente de sacarose e, as frações obtidas foram 
aplicadas em gel de poliacrilamida de 8% e posteriormente 
transferidas para membranas de PVDF. Essas membranas foram 
inicialmente bloqueadas com leite 10% em BSA 1% em TBS e, 
posteriormente lavadas e incubadas com laminina (30 μg/mL) em 
BSA 1% em TBS, por 1 hora sob agitação. Depois desse período 
as membranas foram lavadas 4 vezes e, incubadas com anticorpo 
anti-laminina por 2 horas. Na etapa final, após a lavagem das 
membranas, as mesmas foram incubadas com o secundário 
conjugado com estreptoavidina-peroxidase. 
a Proteína de 30 kDa.  
Painel A – leveduras tratadas com mβCD; Painel B – leveduras 
não tratadas com mβCD (controle). 
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7. Importância da integridade dos microdomínios de membrana de 
H. capsulatum na infectividade de macrófagos alveolares 
 Como demonstrado nas figuras 37 e 41, a mβCD foi capaz de 
extrair o ergosterol facilitando a solubilização por Brij 98 a 
4°C, de algumas proteínas predominantemente detectadas nas 
frações de microdomínios de membrana de H. capsulatum, como 
por exemplo, a (glico)proteína de 30 kDa e a proteína Pma1p. 
Esses resultados sugerem a presença dessas proteínas em 
microdomínios ricos em ergosterol. Dessa forma, com o intuito 
de determinar o papel destes microdomínios de membrana 
dependentes de ergosterol, na infectividade de macrófagos 
alveolares, leveduras de H. capsulatum foram tratadas com mβCD 
e incubadas com macrófagos isolados de pulmão de camundongos 
BALB/c. 
 A Figura 44A mostra os macrófagos alveolares infectados 
com H. capsulatum, sendo visível uma redução na infectividade 
dos macrófagos alveolares após o tratamento das leveduras com 
40mM de mβCD. O índice de infectividade foi calculado e como 
mostrado na Figura 44B; o tratamento com mβCD, reduziu em 
cerca de 53% a infecção de macrófagos por leveduras de H. 
capsulatum. Com o intuito de verificar se a re-incorporação de 
colesterol na membrana plasmática de leveduras de H. 
capsulatum, seria capaz de restabelecer a infectividade desse 
fungo, as leveduras previamente tratadas com mβCD foram 
extensivamente lavadas e em seguida incubadas com 2 mM de 
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colesterol exógeno, solúvel em água; o colesterol não 
incorporado à membrana plasmática foi removido por sucessivas 
lavagens com PBS. No entanto, os resultados demonstram que 
após a adição do colesterol não houve aumento no índice de 
infectividade desses fungos. Cabe salientar que o percentual 
de macrófagos infectados nos grupos mβCD e mβCD+colesterol foi 
muito semelhante, correspondendo a 36% e 35%, respectivamente 
enquanto que no grupo controle o valor obtido foi de 70%. A 
análise estatística ANOVA foi utilizada para comparar os três 
grupos de experimento. Esses resultados comprovam a 
importância do ergosterol na manutenção dos microdomínios de 
membrana, uma vez que, quando esses microdomínios são 
desfeitos com a utilização da mβCD existe uma redução 
significativa da infectividade de macrófagos alveolares (p< 
0.005). 
 A incorporação do colesterol exógeno na membrana de 
leveduras tratadas com mβCD foi comprovada após o isolamento 
dos microdomínios de membrana. Como mostrado na Figura 45 
detectou-se colesterol em um perfil de distribuição semelhante 
as leveduras de H. capsulatum não tratadas com mβCD (Figura 
37B). 
 
 132
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0
100
200
300
400
* *
mβCD mβCD + ChoControle
Ìn
di
ce
 d
e 
In
fe
ct
iv
id
ad
e
 
Figura 44. Ensaio de infectividade utilizando macrófagos 
alveolares incubados com H. capsulatum controle e tratados com 
mβCD 
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Figura 44. Ensaio de infectividade utilizando macrófagos 
alveolares incubados com H. capsulatum controle e tratados com 
mβCD 
Painel A: Macrófagos extraídos de pulmão de camundongos BALB/c 
por meio de lavado bronco-alveolar, foram aderidos às 
lamínulas por 24 horas em meio RPMI/SFB/HEPES. Depois desse 
período, as lamínulas contendo os macrófagos foram incubadas 
com leveduras de H. capsulatum controle, tratadas com mβCD ou 
tratadas com mβCD e posteriormente incubadas com colesterol, 
numa proporção de 5:1 (leveduras/macrófagos). Após uma hora as 
lamínulas foram lavadas para retirar as leveduras não aderidas 
às células e, posteriormente fixadas com formaldeído 4% em 
PBS. As lamínulas foram coradas com o corante HEMA-3 e 
visualizadas em microscópio óptico.  
Painel B: O índice de infectividade foi determinado pela média 
do número de leveduras por macrófago multiplicado pela 
porcentagem de macrófagos infectados, foram contados 300 
macrófagos por lamínula. *p<0.005 
Cho – colesterol. 
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Figura 45. Perfil de distribuição dos esteróis após 
fracionamento por ultracentrifugação em gradiente de sacarose 
de lisado de leveduras de H. capsulatum tratadas com mβCD ou 
tratadas com mβCD e posteriormente incubados com colesterol 
solúvel em água 
Leveduras de H. capsulatum foram submetidas a um tratamento 
com mβCD. Uma das amostras foi posteriormente incubada com 2 mM 
de colesterol solúvel em água. Após esse procedimento, as 
leveduras foram lavadas exaustivamente com PBS e em seguida 
lisadas com perolas de vidro. O lisado obtido foi incubado com 
Brij 98 por 30 minutos e ultracentrifugado em gradiente de 
sacarose. Doze frações obtidas foram coletadas do topo para o 
fundo do tubo e a análise de esteróis foi realizada por HPTLC 
desenvolvida em solvente clorofórmio:éter etílico:ácido 
acético glacial (97:2,5:0,5, v/v/v) e corada com o reagente de 
sulfato de cobre. 
Erg – ergosterol; Cho – colesterol; E – padrão de ergosterol. 
mβCD
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Erg
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DISCUSSÃO 
 
 
 As membranas biológicas são compostas por diferentes 
lipídeos, que estão distribuídos de forma assimétrica na 
bicamada lipídica. Além disso, esses lipídeos de membrana são 
capazes de se organizar na bicamada lipídica, formado o que 
hoje se conhece como microdomínios de membrana (Simons e 
Ikonen, 2000). Os microdomínios de membrana são regiões 
contendo elevadas concentrações de esteróis e 
glicoesfingolipídeos, onde determinadas proteínas são capazes 
de ser inserir (London e Brown, 2000). Numerosas funções vêm 
sendo descritas para esses microdomínios de membrana como: 
transporte e distribuição de proteínas, tráfego celular 
(Simons e Rajendran, 2005), sinalização celular (Robbins e 
Zajchowski, 2002) e também na infecção por alguns patógenos 
intracelulares (Mañes e Martínez, 2003; Hanada et al., 2005; 
Maza et al., 2008). Trabalhos recentes relatam o isolamento de 
microdomínios de membrana de fungos como: S. cerevisiae, C. 
albicans, C. neoformans, contudo, pouco se conhece sobre a 
composição e função dos microdomínios de membrana de fungos 
patogênicos (Djordjevic et al., 2005; Takahashi et al., 2009). 
Em vista do conhecimento ainda fragmentado sobre microdomínios 
em fungos, nosso trabalho visou identificar, caracterizar e 
analisar possíveis funções para os microdomínios de membrana 
 136
isolados de formas de leveduras de Paracoccidioides 
brasiliensis e Histoplasma capsulatum. 
 
 
1. Isolamento dos microdomínios de membrana 
Experimentos iniciais visaram o isolamento dos 
microdomínios de membrana de P. brasiliensis e H. capsulatum, 
com o intuito de traçar uma análise comparativa entre os 
microdomínios isolados destas duas espécies, uma vez que, 
ambos são fungos dimórficos, com mecanismos de transmissão e 
infecção similares que, culminam em micoses sistêmicas de alto 
grau de complexidade. Para isso, membranas isoladas das formas 
de leveduras de P. brasiliensis e H. capsulatum, foram 
incubadas com Brij 98 e posteriormente submetidas a 
ultracentrifugação em gradiente de sacarose. As frações 
obtidas foram analisadas por HPTLC para identificação dos 
(glico)lipídeos presentes nos microdomínios de membrana. Essa 
análise mostrou um enriquecimento em glicoesfingolipídeos, 
ergosterol e fosfolipídeos (PE, PC e PI), das frações de 
microdomínios de membrana (frações 4-6), para as leveduras de 
P. brasiliensis e H. capsulatum. Aproximadamente 40% do 
ergosterol encontrou distribuído nas frações de microdomínios 
de membranas isolados, tanto de P. brasiliensis quanto de H. 
capsulatum. Enquanto aproximadamente 43% de 
glicoesfingolipídeos estão presentes nas frações de 
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microdomínios de P. brasiliensis e 25% estão presentes nas 
frações de microdomínios das leveduras de H. capsulatum. Os 
fosfolipídeos também foram isolados nesses microdomínios de 
membrana, apesar de serem considerados como componentes 
majoritários das frações liquido-desordenadas (ld) de células 
de mamíferos (Brown e London, 2000). Tendo em vista os 
resultados obtidos para presença dos componentes 
(glico)lipídicos nas frações insolúveis do gradiente de 
sacarose, experimento de “Western blotting” foi utilizado com 
o intuito de identificar a presença concomitante da proteína 
Pma1p nessas frações. Uma vez que a Pma1p, foi caracterizada 
como uma proteína transmembranar com função de bombear prótons 
através da membrana e, posteriormente, foi descrita por Bagnat 
e colaboradores (2000) como marcador de microdomínio de 
membranas de fungos, a co-localização entre (glico)lipídeos e 
Pma1p serviu para confirmar o isolamento dos microdomínios de 
membrana de fungos. Conseqüentemente, os resultados obtidos 
nesta tese mostram o enriquecimento das frações 4, 5 e 6 do 
gradiente de sacarose, com a proteína Pma1p, GSL, ergosterol e 
fosfolipídeos, confirmando a existência de microdomínios de 
membranas tanto em leveduras de P. brasiliensis quanto de H. 
capsulatum. 
A determinação do perfil de proteínas das frações obtidas 
após ultracentrifugação em gradiente de sacarose mostraram que 
as frações correspondentes aos microdomínios de membrana 
apresentam enriquecimento em um componente de 30 kDa em P. 
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brasiliensis e H. capsulatum. A descrição de uma proteína de 
30 kDa por Andreotti et al.,(2005) como sendo uma adesina, 
presente em leveduras de P. brasiliensis e capaz de se ligar a 
laminina, nos levou a investigar se este composto de 30 kDa 
seria similar ou idêntico à proteína descrita por Andreotti et 
al., (2005). Experimentos de “binding” de laminina com 
proteínas de P. brasiliensis e H. capsulatum, obtidas após o 
fracionamento em gradiente de sacarose foram realizados e, 
permitiram demonstrar a ligação da laminina a uma proteína, de 
aproximadamente 30 kDa, presente majoritariamente nos 
microdomínios de membrana de P. brasiliensis e também de H. 
capsulatum. Experimentos mais finos sobre a estrutura deste 
componente deverão trazer subsídios para identificar se esta 
molécula de 30 kDa isolada por nós seria a mesma descrita por 
Andreotti et al.(2005). Uma vez que a adesão é o passo inicial 
para instalação da infecção, a identificação desta adesina 
nos, microdomínios de membrana, poderá representar uma 
contribuição relevante relacionada a possível função desses 
domínios para leveduras de P. brasiliensis, H. capsulatum.bem 
como para outros fungos em processos de interação com células 
do hospedeiro e outros substratos. 
 Com relação ao experimento para o isolamento de proteínas 
encontradas exclusivamente nas membranas, excluindo-se 
proteínas citoplasmáticas, a análise protéica do fracionamento 
obtido foi realizada por SDS-PAGE, e as proteínas foram 
visibilizadas pela coloração com “Coomassie blue”. Esse 
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experimento mostrou exatamente as diferenças na composição de 
proteínas de membranas das frações solúveis e insolúveis, 
obtidas após a ultracentrifugação em gradiente de sacarose. 
Esse fato pode ser exemplificado pelo enriquecimento, de 
aproximadamente 41% e 38% da proteína de 30 kDa, nas frações 
de microdomínios de membrana de P. brasiliensis e H. 
capsulatum, respectivamente. Diversas proteínas são 
encontradas, majoritariamente ou exclusivamente, nas frações 
de proteínas de membranas solúveis. Quatro proteínas de P. 
brasiliensis (88, 64, 55 e 42 kDa), podem ser consideradas 
como componentes majoritários “não-rafts” de membrana. No 
entanto, para H. capsulatum é possível observar uma população 
de proteínas de pesos moleculares que variam de 72 e 95 kDa e, 
outras duas proteínas de 55 e 34 kDa como componentes de 
membranas solúveis. Esses dados apontam para o isolamento de 
proteínas específicas das frações de microdomínios, quando 
comparadas com a fração de proteínas solúveis de membrana e, 
foram melhor visualizados pela análise por eletroforese 
bidimensional. 
Com o intuito de confirmar a presença dos microdomínio de 
membrana, as frações 5 (de P. brasiliensis e H. capsulatum) 
foram novamente ultracentrifugadas em gradiente de sacarose, a 
fim de descartar a formação de micelas inespecíficas de baixa 
densidade. Para que os componentes lipídicos e protéicos sejam 
considerados específicos dos microdomínios de membranas, após 
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a segunda ultracentrifugação esses componentes devem 
permanecer nas frações insolúveis do gradiente.  
Para essa análise, duas frações de microdomínios de cada 
espécie foram analisadas, uma mantida a 4°C e outra a 37°C, na 
presença de 1% de Brij 98. Para as duas espécies de fungos 
analisadas as frações que foram mantidas a 4°C e, 
posteriormente re-centrifugadas mantiveram os componentes 
lipídicos, bem como as proteínas nas frações insolúveis do 
gradiente. No entanto, as frações de microdomínios mantidas a 
37°C na presença de 1% de Brij 98 e depois de re-centrifugadas 
em gradiente de sacarose mostraram um deslocamento dos 
componentes lipídicos e protéicos, inicialmente presentes nas 
frações de microdomínios de membrana para as frações solúveis. 
A realização desse experimento confirmou a existência dos 
microdomínios formados por lipídeos e proteínas nas frações 
insolúveis do gradiente, excluindo a possibilidade da formação 
de domínios inespecíficos de baixa densidade. 
 Uma possível hipótese para explicar a solubilização dos 
microdomínios de membrana quando re-fracionados a 37°C, 
poderia ser a utilização de um excesso de detergente na 
amostra. Esta variável provavelmente é fundamental para 
desfazer a forte coesão dos componentes lipídicos favorecendo 
a solubilização dos microdomínios de membrana, a esta 
temperatura. 
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2. Isolamento dos microdomínios de membrana de leveduras a 
diferentes temperaturas 
 Como descrito por Simons e Ikonen (1997), o isolamento dos 
microdomínios de membrana é possível com a utilização de 
detergente não-iônico a 4°C. No entanto, em células de 
mamíferos o isolamento dos microdomínios a 37°C não é viável, 
(Brown, 2006). Através dessas observações, lisados de 
leveduras de P. brasiliensis e H. capsulatum, foram incubados 
a 37°C, 40°C e 45°C, com 1% do detergente Brij 98, com o 
intuito de verificar o possível isolamento dos microdomínios 
de membranas de fungos nestas temperaturas. 
 A análise do perfil de distribuição do ergosterol, nos 
microdomínios de membrana de P. brasiliensis, a 37°C, 40°C e 
45°C, mostra o enriquecimento deste composto nas frações 
insolúveis. Posteriormente, realizou-se a eletroforese das 
frações obtidas após o isolamento dos microdomínios de 
membrana, confirmando a presença de proteínas nas frações de 
baixa densidade, bem como se demonstra o mesmo perfil de 
distribuição de proteínas solúveis a 37°C e 40°C, quando 
comparados ao isolamento a 4°C. O isolamento concomitante de 
ergosterol com os glicoesfingolipídeos e fosfolipídeos, da 
amostra mantida a 40°C, foi demonstrado após realização de 
cromatografia em placas de HPTLC, desenvolvida em diferentes 
solventes, das frações obtidas após o isolamento de 
microdomínios. As análises dos componentes lipídicos, obtidos 
após o fracionamento das membranas em gradiente de sacarose, 
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mostram que mesmo a 40°C aproximadamente 38% do ergosterol, 
26% dos glicoesfingolipídeos e 28% dos fosfolipídeos 
permanecem nas frações de microdomínios isolados de P. 
brasiliensis. Esses resultados, em conjunto com o 
enriquecimento protéico nas frações 5 e 6, confirmam a 
manutenção de uma população de microdomínios de membrana mesmo 
a 40°C. 
De forma análoga, o lisado de leveduras de H. capsulatum 
mantido a 40°C não apresenta diferença significativa na 
composição lipídica quando comparado com aquele mantido a 4°C, 
mostrando que 35% do ergosterol, 22% dos glicoesfingolipídeos 
e 23% dos fosfolipídeos ainda permanecem nos microdomínios de 
membrana nessas condições. No entanto, contrastando com os 
resultados apresentados para P. brasiliensis, a análise 
protéica mostra uma drástica redução na concentração das 
proteínas em todas as frações do gradiente. Para H. 
capsulatum, pode-se sugerir que as proteínas são mais 
sensíveis a temperatura do que aquelas obtidas após o 
isolamento de microdomínios de P. brasiliensis e, desta forma, 
37°C seria a maior temperatura para isolamento de 
microdomínios presentes nas leveduras de H. capsulatum, uma 
vez que nesta temperatura ainda existe o enriquecimento das 
frações de baixa densidade em glicoesfingolipídeos, 
fosfolipídeos, ergosterol e proteínas.  
Os lisados, obtidos de P. brasiliensis e H. capsulatum, 
quando incubados a 45°C na presença de Brij 98, não demonstram 
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redução significativa na concentração de ergosterol presente 
nos microdomínios de membrana. Porém, observa-se uma 
diminuição significativa das proteínas presentes em todas as 
frações do gradiente, sugerindo uma possível degradação 
protéica a essa temperatura. 
Xu et al. (2001) demonstrou que o ergosterol é capaz de 
formar domínios que são mais estáveis a temperaturas acima de 
37°C do que o colesterol. Essa observação pode ser explicada 
pela diferença estrutural entre as duas moléculas onde, o 
ergosterol apresenta uma dupla ligação (entre os carbonos 7 e 
8 do anel B) e ainda um grupamento metil em C-24 da cadeia 
alifática, ausentes na molécula de colesterol e 
imprescindíveis para o aumento da estabilidade dos domínios. 
Esses dados sugerem que ergosterol teria um papel determinante 
para a manutenção/funcionalidade de DRMs a 37ºC em leveduras 
de P. brasiliensis e H. capsulatum, contrastando com DRMs de 
mamíferos que apresentam colesterol e não são estáveis a 37°C. 
 
 
3. Importância do ergosterol na manutenção dos microdomínios 
de membranas de fungos patogênicos 
 Inicialmente, experimentos foram realizados para a 
verificação da extração eficiente do ergosterol pela mβCD, sem 
que houvesse modificações significativas na composição de 
glicoesfingolipídeos e fosfolipídeos. Aproximadamente 80% e 
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70% do ergosterol presente nas membranas de P. brasiliensis e 
H. capsulatum, respectivamente, foram extraídos com a 
utilização da mβCD, Figura 16. Depois de demonstrar que a mβCD 
é capaz de extrair eficientemente o ergosterol presente nas 
membranas, experimentos de isolamento dos microdomínios de 
membrana foram realizados com leveduras tratadas com essa 
dextrina cíclica para determinar a importância do ergosterol 
na manutenção dos microdomínios de membrana.  
 Os resultados obtidos nos experimentos de isolamento de 
microdomínios de membrana de P. brasiliensis e H. capsulatum 
sugerem que, mesmo na ausência de ergosterol, os 
glicoesfingolipídeos e os fosfolipídeos ainda são capazes de 
manter a estrutura desse tipo de microdomínios de membrana. No 
entanto, algumas proteínas são deslocadas em direção as 
frações solúveis do gradiente após o tratamento com a mβCD, 
como por exemplo, a proteína de 30 kDa e a proteína utilizada 
como marcador de microdomínios (Pma1p). De acordo com a 
descrição de Gaigg et al. (2005.) a proteína Pma1p não depende 
do ergosterol para ser inserida nos microdomínios de membrana 
de S. cerevisiae, uma vez que mesmo após o bloqueio na síntese 
de esteróis a proteína Pma1p ainda era inserida nos 
microdomínios de membrana de S. cerevisiae. Entretanto, os 
resultados dessa tese demonstram que com a remoção do 
ergosterol da membrana das leveduras de P. brasiliensis e H. 
capsulatum, ocorre um deslocamento significativo da proteína 
Pma1p para frações solúveis do gradiente de sacarose, 
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sugerindo a importância do ergosterol na manutenção desta 
proteína (Pma1p) no microdomínio, bem como na integridade 
deste microdomínio. 
 Alguns trabalhos mostram que anticorpo dirigido contra 
receptores de fibronectina humana (integrina α5β1) liga-se a 
superfície de C. albicans, sugerindo a presença de moléculas 
“integrina like” na superfície desse fungo (Santono et al., 
1994; Gustafson et al. 1991). Klotz e colaboradores (2001) 
identificaram a proteína álcool desidrogenase (37 kDa), 
presente na superfície de C. albicans, como um dos possíveis 
ligantes do anticorpo dirigido contra receptores de 
fibronectina humana. Sabendo-se que a adesão à matriz 
extracelular (ECM) pode ser considerada como um importante 
fator para estabelecimento da infecção e que, moléculas da 
superfície de fungos patogênicos podem atuar como receptores 
para moléculas da matriz extracelular, experimentos com 
leveduras de P. brasiliensis e H. capsulatum foram realizados 
com intuito de verificar a presença de moléculas “integrina- 
like” bem como, a possível localização dessas moléculas em 
microdomínios de membrana. Analises por “Western blotting” 
utilizando-se o anticorpo anti-α5 integrina mostraram forte 
reatividade com um proteína de 50 kDa presente 
majoritariamente nas frações de microdomínios de membrana das 
duas espécies estudadas. Porém, o tratamento com o agente 
quelante de esteróis mβCD não promoveu o deslocamento dessa 
proteína para frações solúveis do gradiente, contrastando com 
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o obserado para as proteínas Pma1p e proteína de 30 kDa. Esse 
fato sugere que ambas proteínas estão presentes em um 
microdomínio de membrana independente do ergosterol.  
 Os resultados descritos nessa tese após a utilização da 
mβCD sugerem que, nas membranas das leveduras estudadas podem 
co-existir pelo menos dois tipos de microdomínios, um 
dependente de ergosterol e outro que independente dessa 
molécula para manutenção de sua integridade. Esses dados estão 
de acordo com Westerlund e Slotte (2009) que sugerem a 
possibilidade dos glicoesfingolipídeos serem capazes de formar 
microdomínios de membrana independentes de esteróis, uma vez 
que existe forte compactação das regiões hidrofóbicas das 
moléculas de GSL, bem como sua estabilização pela formação de 
pontes de hidrogênio. Desta forma, apesar das frações de 
microdomínios de membrana apresentarem-se ricas em GSLs e 
ergosterol, estas moléculas podem não estar co-localizadas 
necessariamente nos mesmos microdomínios (Esquema 3). 
A seguir analisamos o envolvimento/importância dos 
microdomínios na interação fungo-macrófago. 
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Esquema 3. Modelo proposto para organização dos diferentes 
tipos de microdomínios de membrana presentes em leveduras de 
P. brasiliensis e H. capsulatum.  
De acordo com os resultados obtidos, sugere-se a formação de 
pelo menos dois tipos de microdomínios de membrana presentes 
nas membranas de leveduras de P. brasiliensis e H. capsulatum. 
Microdomínio de membrana 1 - contém a proteína de 50 kDa e 
independe de ergosterol na sua composição; 
Microdomínio de membrana 2 - agrega a proteína Pma1p e, é 
dependente de ergosterol para sua estabilização.  
30 kDa 
Microdomínio de 
membrana (1) 
Microdomínio de 
membrana (2) 
Quitina 
β-1,3-glucana 
α-1,3-glucana 
Manoproteínas 
GSLs 
Fosfolipídeos 
Pma1p 
50 kDa 
Ergosterol 
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4. Importância dos microdomínios de membrana na infectividade 
de macrófagos alveolares 
 O ensaio de infectividade foi realizado utilizando-se 
macrófagos alveolares de camundongos BALB/c e leveduras de H. 
capsulatum. 
Resultados pouco satisfatórios foram obtidos neste tipo de 
ensaio com leveduras de P. brasiliensis. Após a análise das 
lâminas coradas duas observações foram possíveis: i) um menor 
número de macrófagos permaneciam aderidos às lamínulas; e ii) 
dos macrófagos aderidos muitos apresentavam vacúolo que, 
aparentemente continham parte das leveduras de P. 
brasiliensis. Uma possível explicação para esses fatos decorre 
provavelmente do tamanho das leveduras de P. brasiliensis. 
Após a incubação dos macrófagos alveolares com leveduras de P. 
brasiliensis, as lamínulas foram lavadas. O procedimento de 
lavagem das lamínulas, para retirada das leveduras não 
aderidas/fagocitadas, favorecia o descolamento dos macrófagos 
infectados das lamínulas. Consequentemente, a contagem dos 
macrófagos infectados ficava prejudicada pelo baixo número de 
macrófagos presentes nas lamínulas. 
 No entanto, resultados obtidos, utilizando-se leveduras de 
H. capsulatum, sugerem que a integridade dos microdomínios de 
membrana, dependentes de ergosterol, é fundamental para a 
infectividade dos macrófagos alveolares, tendo em vista que 
uma redução significativa (53%) na infectividade pode ser 
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observada após o tratamento das leveduras de H. capsulatum com 
mβCD.  
Cossart et al. (2004) mostrou que a infecção de células 
Vero pela bactéria Listeria monocytogenes é reduzida em torno 
de 50% após a depleção de colesterol das células Vero e que, a 
infectividade pode ser restabelecida após adição de 
colesterol. Uma vez que não foi possível a aquisição comercial 
de ergosterol solúvel em água, adicionou-se colesterol solúvel 
ao meio de cultura contendo leveduras, em que as membranas 
apresentam baixa concentração de ergosterol após incubação com 
mβCD. No entanto, o colesterol, inserido nas membranas das 
leveduras, não foi capaz de restabelecer a infectividade dos 
macrófagos alveolares, sugerindo a necessidade do ergosterol 
nos microdomínios para funcionalidade destas regiões com 
relação a processos de “binding” e invasão da célula 
hospedeira. 
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CONCLUSÕES 
 
 Os resultados obtidos nessa tese nos permitem concluir 
que: 
 
1. As análises dos microdomínios de membrana, obtidos 
através do fracionamento em gradiente de sacarose, 
demonstram a presença de DRMs em leveduras de P. 
brasiliensis e H. capsulatum que, apresentam-se 
enriquecidos em glicoesfingolipídeos, ergosterol, 
fosfolipídeos e proteínas específicas. 
 
2. Os microdomínios de membrana de P. brasiliensis e H. 
capsulatum são insolúveis mesmo quando isolados a 
temperaturas elevadas como 37°C. 
 
3. As análises protéicas demonstraram o deslocamento de 
algumas proteínas, como por exemplo, Pma1p e proteína de 
30 kDa, das frações de microdomínios de membrana para 
frações solúveis do gradiente após remoção do ergosterol. 
Por outro lado, uma proteína de 50 kDa não e deslocado de 
microdomínios para as frações solúveis de membrana após 
tratamento com a mβCD, sugerindo a existência de 
microdomínios independentes de ergosterol para sua 
integridade. Esses dados sugerem fortemente a existência 
de duas populações de microdomínios de membrana em 
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leveduras P. brasiliensis e H. capsulatum: i. dependente 
de ergosterol; ii. independente de ergosterol. 
 
4. Uma possível função, para os microdomínios de membrana, 
dependentes de ergosterol, foi demonstrada após o 
tratamento de leveduras de H. capsulatum com mβCD. Nessas 
condições foi observada uma redução de 53% na 
infectividade de macrófagos alveolares por esse fungo.  
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ABSTRACT 
 
Biological membranes are constituted by a mixture of 
several classes of lipids. In this enviroment, sphingolipids 
and sterols pack tightly to form together with specific 
proteins a complex membrane organization known as membrane 
microdomains. 
In order to detect the presence of membrane microdomains 
in yeast forms of pathogenic fungi, such as Paracoccidioides 
brasiliensis and Histoplasma capsulatum, yeast forms of both 
fungi were lysed by vortexing with glass beads and then 
incubated with Brij 98 at 4ºC. Fractions containing membrane 
microdomains were isolated by ultracentrifugation on sucrose 
gradient, and their components were analyzed by HPTLC, SDS-
PAGE and Western blotting. Analysis of membrane lipids showed 
that about 40% of ergosterol from both P. brasiliensis and H. 
capsulatum was present in the membrane microdomains, whereas 
the percentage of glycosphingolipids present in P. 
brasiliensis and H. capsulatum was 42% and 25%, respectively. 
Analysis by SDS-PAGE and Western blotting clearly showed a 
protein enrichment in the membrane microdomains fraction of 
both fungi. It is noteworthy the presence of Pma1p, a fungal 
microdomain marker, and also the presence of a 30 kDa 
(glyco)protein which binds to laminin. 
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To investigate the requirement of ergosterol to mantain 
the integrity of membrane microdomains, it was used methyl-
beta-cyclodextrin (mβCD) an agent able to efficiently extract 
membrane sterols. After treatment of yeasts using mβCD, it was 
observed the removal of 80% and 70% of ergosterol in P. 
brasiliensis and H. capsulatum, respectively. After treatment 
with mβCD it was observed a shift of 25% of the 
glycosphingolipids from the insoluble to the soluble fraction, 
conversely the distribution profile of phospholipids remained 
unmodified after treatment with mβCD. The protein analysis 
showed the displacement of a few proteins to soluble fractions 
of the sucrose gradient, such as Pma1p and the (glyco)protein 
of 30 kDa. On the other hand, using an anti-α5-integrin 
antibody it was detected, even after the mβCD treatment, the 
presence of a 50 kDa protein in membrane microdomains, 
suggesting the existence of microdomains that do not depend on 
ergosterol for their integrity. These data strongly suggest 
the existence of two population of microdomains: i) dependent 
of ergosterol for integrity maintenance of microdomains and 
ii) microdomains non-dependent of ergosterol for the 
maintenance of their functional role. 
Furthermore, the biological importance of membrane 
microdomains was clearly demonstrated by a 53% reduction of 
infectivity of alveolar macrophage infectivity when yeast 
forms of H. capsulatum were treated with mβCD. 
 
